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CONTRIBUTION A L'ÉTUDE DU MÉCANISME 
DE L’'INTOXICATION DES VÉGÉTAUX PAR LE BIURET 


PAR 


J. CARLES 


Laboratoire de Physiologie végétale de l’Institut Catholique, 
Toulouse. 


PLAN DU MÉMOIRE 


Introduction. 
Urée et biuret : la pénétration dans la plante. 


Observations et recherches. 
I. — La chlorophylle. 

II. — Les troubles du premier développement. 

III. — Les troubles pendant la période active de végétation. 
1. L'eau et les sels minéraux. 
2. Les glucides. 
3. Les acides organiques. 
4. Les protides et les acides aminés. 


Discussion des résultats. 


Conclusion. 


Urée et biuret : la pénétration dans la plante. 


Le biuret est ordinairement fourni aux plantes comme impureté 
de l’urée dont il est un produit de condensation. Il importe donc de 
discerner son influence de celle de l’urée et de considérer les modifications 
que son ajout progressif à l’urée provoque dans le métabolisme végétal. 

La fourniture d'azote sous forme d’urée est à peu près équivalente 
à celle de l’ammoniaque, en laquelle d’ailleurs elle est vite transformée. 

Dans la plante, la pénétration de l’ammoniaque, qu’elle provienne 
de l’urée ou d’un sel, entraîne l’alcalinisation du milieu intérieur. La 
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plante se défend d’une double manière comme l’a montré Ruhland soit, 
en neutralisant tout de suite cette ammoniaque transformée en sels 
d'acides organiques où minéraux, soit en l’incorporant dans certains 
acides aminés, l'acide aspartique et l'acide glutamique en particulier, 
qui deviennent des amides : asparagine et glutamine. Il est des « plantes 
ammoniaque » et des « plantes amide » ; le blé est une plante amide. 

Une pénétration d'azote, exclusivement sous forme de cation, risque 
de mettre la plante en difficulté, car si le végétal fabrique assez facile- 
ment des acides, il ne peut fabriquer des bases et tous les cations lui 
viennent du dehors. Or, l’ammoniaque, si elle est la seule forme d'azote 
disponible, risque de se trouver pour l'entrée en compétition avec les 
autres cations. Heureusement, la rapide hydrolyse de l’urée suivie dela 
rapide nitrification de l’ammoniaque dans le sol résoud le problème, 
car l’azote devient anion. 

Le biuret ne se distingue plus de l’urée et se comporte comme elle, 
sitôt qu'il est décomposé, mais il met assez longtemps à le faire. Sa toxicité 
peut s'exercer soit directement par sa présence et son action, soit indi- 
rectement par les réactions qu'il provoque ou les composés qu'il ferait 
apparaître. 

Beaucoup d’études ont été faites sur la toxicité du biuret, les con- 
ditions dans lesquelles elle se manifeste et les phénomènes qui l’accom- 
pagnent ; la plus complète est celle de GADET, SOUBIES et FOURCASSIE (1) 
et ce travail a été fait en collaboration étroite avec cette étude, la plupart 
du temps sur les mêmes plantes, sinon sur les mêmes échantillons, et 
c'est pourquoi nous serons brefs sur les conditions de culture et d’échan- 
tillonnage, pour nous étendre uniquement sur le point de vue physiolo- 
gique. 

Sur la toxicité du biuret, nous trouvons deux travaux, celui de 
ROTINI (2) qui nie cette toxicité et celui de WEBSTER et coll. (3) qui 
semblent ramener cette toxicité au fait que le biuret inhiberait l’incor- 
poration des acides aminés dans les protéines des feuilles. 

Nous avons tenté une étude plus générale de ce problème en étudiant 
la toxicité du biuret, non seulement sur les plantes qui sont très sensibles, 
pomme de terre, tomate, mais encore sur celles qui le paraissent beau- 


coup moins comme le blé et permettent de mieux suivre les progrès de 
l’intoxication. 


La chlorophylle. 


L'effet le plus visible de l’intoxication par le biuret est le jaunissement 
des feuilles. Ce jaunissement apparaît au bord du limbe, puis s'étend à 


toute la feuille, à moins que soudain il ne régresse et que la feuille ne 
reverdisse. 
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La vie moyenne d’une molécule de chlorophylle est relativement 
courte et elle a été estimée à une quinzaine de jours, mais la vie active 
est extraordinairement brève puisqu'elle atteint au total une minime 
fraction de seconde. Pendant toute la vie de la plante, la chlorophylle 
se renouvelle et les feuilles jaunissent à l'automne parce que ce renouvelle- 
ment devient moins actif. 

Il paraît logique d'expliquer le jaunissement des feuilles, non par 
une démolition de la chlorophylle, mais plutôt par le fait que les molécules 
disparues normalement ne sont pas remplacées. 

. Dans les plantes supérieures, la chlorophylle se trouve sous deux 
formes, une forme principale a et une forme secondaire b de couleur 
légèrement différente : celle-ci provient sans doute de la forme principale 
dont elle ne se distingue que par la présence d’un atome d'oxygène qui 
remplace deux atomes d'hydrogène. 

Comparée à celle des feuilles normales de concombre (Cucumis 
sativus), la couleur du bord jaune des feuilles intoxiquées par le biuret 
donne au spectrophotomètre une lumière fluorescente nettement infé- 
rieure, mais des courbes de transmission ordinairement supérieures en 
lumière naturelle, avec deux pics très nets l’un aux environs de 480 mu, 
l’autre aux environs de 620 my. De semblables différences se retrouvent 
aussi bien chez la pomme de terre que chez la tomate, témoignant d’une 
disparition plus ou moins massive de la chlorophylle. 

Dosée au spectrophotomètre par la méthode de COMAR et ZCHEILE (4), 
nous avons constaté une disparition importante de la chlorophylle. Il 
semble de plus que la chlorophylle 4 disparaisse avant la chlorophylle 
b ; en effet dans la partie centrale des feuilles de concombre dont le bord 
seul a jauni, la proportion de chlorophylle b par rapport à l’ensemble a 
presque triplé, si on la compare aux proportions trouvées dans les feuilles 
saines : au lieu de 10,7 p. 100 nous avons 29,3 p. 100 de chlorophylle b, 
alors que l’ensemble de la chlorophylle est passé de 1,11 pour mille de 
poids frais à 0,80. Non seulement toutes les premières pertes seraient 
pour la chlorophylle 4, mais encore la chlorophylle b aurait doublé. 
Ceci supposerait que non seulement la synthèse de la chlorophylle 4 
serait arrêtée, mais encore que serait activée son oxydation en chloro- 
phylle b. Dans les bords jaunes les proportions des deux chlorophylles 
redeviennent presque normales (16 p. 100 de b) avec une teneur totale 
de 0,33 pour mille du poids frais. 

Dans les feuilles de Pomme de terre où la teneur en chlorophylle 
passe de 1,02 à 0,725 et pour celles de tomate qui passent de 1,45 à 0,75, 
nous n'avons pas trouvé cette augmentation de la chlorophylle b. Comme 
l'indique leur teneur encore élevée en chlorophylle, ces feuilles n'avaient 
qu’une légère teinte jaune. | 

L'action toxique du biuret ne se borne pas à intervenir dans la 
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synthèse de la chlorophylle et nous devons essayer de discerner ses effets 
à divers stades de la vie de la plante et sur les principaux éléments de 
celle-ci avant d'émettre quelque hypothèse sur cette action. 


TABLEAU I 
Concombres | Pommes de terre | Tomates 
I IT ne: RD dei 
| | 
Témoin sans biuret : | 
Feuilles totales ....... 10,7 I,II 28,4 | 1,02 30,0 1,45 
Avec biuret : | | 
Centre des feuilles . .. 29,3 0,80 | | | | 
Bord des feuilles ..... 16,0 0,33 26,1 | 0,725 | 20,6 |  - 0,75 


I : chlorophylle b % de chlorophylle totale. 
IL : chlorophylle totale % de poids frais. 


Les troubles du premier développement 


Ils ont été étudiés sur le blé alimenté comparativement avec de 
l’urée seule, avec de l’urée progressivement enrichie en biuret, 0,4 p. 100, 
I P. 100, 2,2 P. I00, 4,4 P. 100, 7 p. 100 et 10 p. 100. Les témoins étaient 
du blé sans azote et du blé normalement approvisionné en azote, mais 
sous forme de nitrates. 


TABLEAU II 


Pourcentage dans la partie aérienne 


ss Urée avec taux croissants de biuret 
Avec Témoin Urée 
nitrate seule 
054 D | 1% | 2:2 %| 44% | 7 % | 10 & 
| me” 
Glucides % du poids 
frais : 
Oses ST COS 0,07 c,09 0,08 0,12 0,08..| “0,16 0,xe 0,22 0,97 
. Glucides totaux ..| o,ro 0,09 0,09 0:13 | 0,13 0,20 0,22 0,24 2,50 
POIdSISeCAZ ete 12,3 11,6 12,5 12,2 12 12 14,3 17,2 21,2 
% du poids sec : È à 
Ne Rae: 5,01 5,31 6,15 6,37 6,21 6,25 6,42 6,64 6,18 
PO eee 1,30 1,30 1,35 1,34 1,34 1,27 1,42 1,52 E, 
RO PR Era ee 6,05 | 6,53 5,85 5:79 5:87 5:83 5:24 4,80 3,82 
CaOD ER ER Us 1,56 1,56 2,58 1,55 1,57 1,59 1,45 1,35 1,17 
MED ne 0,45 | 0,52 0,46 0,45 0,48 0,47 0,49 0,43 0,42 


Les analyses ont été faites sur de jeunes pieds de blé 21 jours après 
les semaïlles en sol normal, alors que les plantules pesaient, tige et racines, 
environ 200 mg. 

Si nous considérons le poids frais auquel ces plantes sont parvenues 
dans le même temps, nous remarquons, sur un ensemble d'environ 300 
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pieds pour chaque traitement, que le poids le plus élevé pour la partie 
aérienne est atteint, avec 148 mg par le traitement avec I p. 100 de biuret. 
La plupart des autres traitements ont des valeurs très voisines, mais ce 
poids tombe aux quatre cinquièmes de sa valeur pour 4,4 p. 100 de biuret, 


GERMINATION DU BLE EN SOL NATUREL 
ANALYSE 21 jours après Ssemis 
(Poids frais moyen de La plantule: 200 mg.) 


Variations comparées des éléments minéraux et du poids frais 
dans La partie aérienne de La jeune plantule de blé 


sous l'influence de taux croissants de biuret 


°Jo des résultats de l’urée à 1%o de biuret ÿ 


120 / 


Poids 


frais 


Traitements 


NH, NO, Temoin  Urée 0,4% 19/0 22% 4h 79/0 10 


k 3 SansN pure VAN Tn Le alu 1e SES QUEUE Be TEE 


biuret °/o dans l’urée 


aux deux tiers pour 7 p. 100 et à la moitié pour 10 p. 100. L'effet toxique 
paraît donc se faire sentir à partir de 4,4 p. 100 de biuret (1). 

Prenons comme référence le pied qui paraît être le plus vigoureux, 
celui qui est cultivé avec I p. 100 de biuret et considérons par rapport à 
lui le taux des éléments minéraux dans l’ensemble de la partie aérienne 


(tableau II et graphique 1). 
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Le potassium baisse à partir de 4,4 p. 100 de biuret, à peine moins 
que le poids de la tige ; il est un peu plus abondant dans le témoin. 

La courbe du calcium baisse, elle aussi, à partir de 4,4 p. 100; 
celle du magnésium ne baisse que pour les deux plus fortes concentrations 
en biuret ; celle du phosphore en revanche, s'élève pour les trois dernières, 
tandis que celle de l’azote ne donne aucune indication bien nette. 

Puisque ce sont les cations qui diminuent, il n’est pas exclu que le 
biuret soit toxique parce qu’il gênerait l’approvisionnement en cations. 
Il est probable aussi que cette diminution des cations est plus ou moins 
liée avec celle de l’eau : au lieu de se situer aux environs de 12 p. 100 du 
poids frais, le poids sec dépasse 14 p. 100 avec 4,4 p. 100 de biuret et 
atteint 17 et 21 p. 100 pour les concentrations supérieures. 

Cependant, le métabolisme des glucides ne varie guère pour Îles 
concentrations inférieures de biuret, mais sa proportion augmente dans 
les pieds intoxiqués et dans le pied à 10 p. 100 de biuret les oses sont dix 
fois plus abondants, les glucides totaux, vingt fois. 

Nous n'avons jusqu'ici considéré que la partie aérienne de la plantule 
qui comprend encore, non seulement une partie souterraine, mais encore 
à son flanc, le reste du grain à partir duquel elle s’est formée. Nous ne 
parlerons pas de la partie souterraine si ce n’est pour dire qu'elle subit des 
variations tout à fait comparables à celles de la partie aérienne, soit pour 
le poids sec, soit pour les minéraux. 

Quant au reste du grain, il pèse encore ordinairement 7 à 8 mg 
(en poids frais), avec le poids le plus faible chez le témoin qui l’a utilisé 
plus que les autres parce qu'il était moins approvisionné par ailleurs. 
Lorsque le biuret est abondant, le grain est par contre beaucoup moins 
utilisé et pèse encore 15 mg, 20 mg et même 30 mg pour les pieds les 
plus intoxiqués. 


Les troubles pendant la période active de végétation. 


Après avoir laissé les plantes germer et grandir normalement, nous 
intervenons brusquement par fourniture de biuret, en pleine végétation. 
Si l'intervention à ce moment est intéressante du point de vue agrono- 
mique, elle ne l'est pas moins du point de vue physiologique, car elle 
permet d'apprécier l'effet toxique ERA sur des mécanismes en 
plein fonctionnement. 

Considérons d’abord ces effets sur le blé. Normalement approvisionné 
jusque-là, ce blé reçut, au moment de la montaison, des quantités crois- 
santes de biuret correspondant environ à des doses de 4 kg, 16 kg et 
40 kg par hectare ; quelques analyses ont été faites trois semaines après 
cette fourniture dé biuret, au moment de la floraison, les autres vers la 
fin de la végétation, au moment de la maturité. 

Le blé est assez résistant au biuret et les pieds ne se sont différenciés 
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à la floraison ni par leur taille, ni par leur aspect, ni par leur poids. Cette 
apparente identité se poursuit jusqu’à la maturité et le poids frais total 
à la récolte, aussi bien que la taille ou le poids de chacun des entre- 
nœuds, où même le poids des grains ne diffère pour aucun traitement. 

Sous cette identité morphologique, il est possible de discerner d’assez 
nettes différences physiologiques, aussi bien du point de vue de l’eau et 
des sels minéraux, que des glucides, des protides ou des acides organiques. 
Nous allons passer ces différences en revue, les comparant avec celles 
que nous avons observées sur des plantes plus sensibles : concombres, 
pommes de terre, tomates, orangers. 


L'eau et les sels minéraux. 


Au moment de la floraison, l’eau est d'autant moins abondante 
dans chacun des organes du blé que l’on fournit davantage de biuret : 
le poids sec de l’ensemble de la plante sans biuret représente 34 p. 100 
du poids total, 35 p. 100 avec 16 kg de biuret et 37,5 p. 100 avec 40 kg. 
Pour l’ensemble de la tige, ces nombres sont respectivement 31,6, 32,7 
et 34,4 p. 100 maïs la différence est la plus grande pour le plus haut entre- 
nœud, le plus jeune, avec 28, 30 et 37 p. 100. Cette diminution d’eau se 
retrouve tout aussi nette à la maturité, plus nette encore pour l’épi, 
moins nette pour le limbe. 

Cette augmentation du poids sec et cette baisse de l’eau consécutive 
à l'augmentation du biuret paraissent être liées à celle des glucides ou à la 
proportion de l’azote organique soluble, mais aussi à celle des minéraux 
(tableau III). 


TABLEAU III 


Limbes Gaines Tiges Grains D. 
Tee 92,8 744 LS 69,5 69,5 
Sec # Pret 90,6 7457 56,5 76,8 86,8 
Dee 86,7 83,8 57,0 83,1 90,3 
POS T'es 0,27 0,16 0,10 0,90 0,63 
de Poids Sec Dern 0,30 0,18 0,15 1,07 0,45 
Danse 0,25 0,13 0,05 I 0,33 
K,0% Dre 2,20 2,12 2,58 0,86 1,61 
de Poids Sec RAD CURE 2,44 2,46 2,45 0,84 1,58 
Ze: SEPT 2,65 2,65 2,45 0,75 1,03 
GO Dee sme 1,00 0,57 0,37 0,13 0,27 
de Poids Sec oc o ob 0,88 0,59 0,34 0,13 0,25 
Dec 0,87 0,60 0,43 0,14 0,30 
Mg0O % Tasse 0,20 0,08 0,03 0,28 0,15 
de Poids Sec EE Oo GeSnC 0,23 0,09 0,03 0,30 0,08 
DES 25 € 0,24 O,II 0,04 0,32 0,10 


T : Témoin sans Biuret 
1 et 2 : Doses croissantes de Biuret 
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Avec 40 kg de biuret par hectare, tous les organes sont plus pauvres 
en phosphore qu'avec la dose de 4 kg qui n'est pas du tout toxique et 
favorise au contraire la richesse en phosphore : ils sont même moins 
riches ordinairement que ceux du témoin, et ceci surtout pour la tige et 
l'épi (sauf le grain) deux fois moins riches ; ceci semble indiquer que les 
migrations du phosphore ne sont pas gênées et que le déficit se produit à 
l'entrée, lorsque le biuret est trop abondant, alors que le phosphore entre 
mieux avec une dose de biuret non toxique. 

Les mêmes constatations sont faites sur les feuilles de concombres aux 
bords jaunissants : les variations du phosphore sont plus nettes dans le 
centre de la feuille que dans les bords jaunis, et puisque les migrations 
ne sont pas gênées, les parties marginales où se porte nomalement le 
phosphore, sont les dernières à en être privées. Si nous comparons les 
teneurs des témoins sans biuret avec celles des pieds ayant reçu de l’urée 
à I P. 100, IO p. 100 et à 20 p. 100 de biuret, nous trouvons pour le bord 
des feuilles 1,21, 1,22, 1,22 et 0,96 p. 100 de phosphore tandis que le centre 
du limbe en possède respectivement 1,23, 1,34, 1,03 et 0,85 p. 100 : 
l’accumulation est beaucoup plus nette pour le second et le déficit plus 
important pour le dernier. 

L'allure de la courbe serait pratiquement inversée pour le bord 
et le centre des feuilles de pomme de terre où les pieds à I p. 100 de biuret 
sont les plus pauvres, ainsi que dans la tomate où la distinction n'a pas 
été faite entre le centre et les bords. 

Tandis que les variations du potassium vont dans le même sens que 
celles du phosphore pour le concombre, la tomate et la pomme de terre, 
nous voyons pour le blé mür le potassium diminuer dans les grains avec 
l'augmentation du biuret, tandis qu'il augmente dans les feuilles. 

Le calcium et le magnésium sont en général dans le blé plus abondants 
avec le biuret, le magnésium surtout qui vient compenser dans le grain 
le déficit de potassium ; cette corrélation du magnésium et du potassium 
se manifeste par l’inversion de leurs courbes assez nette dans la plupart 
des cas. De telles inter-réactions rendent difficile l'interprétation d’un 
bilan minéral. 

Si nous considérons la somme des minéraux, nous la voyons augmenter 
dans les feuilles de blé en même temps que la proportion d’eau, sauf dans 


la tige et l'épi (grains exceptés) où elle baisse par suite de la facilité des 
migrations. 


Les glucides. 


À la floraison, les variations des glucides solubles du blé se présentent 
sous un tout autre jour qu'à la fin de la germination, et le blé à qui l’on a 
fourni le plus de biuret, est, non pas le plus riche mais au contraire le 


(1, 1960)  L'INTOXICATION DES VÉGÉTAUX PAR LE BIURET 15 


plus pauvre, aussi bien en oses qu’en glucides totaux. Dans l’ensemble du 
pied, le blé sans biuret contient, pour 100 g de tissu frais, 2,23 d'’oses 
et 6,05 de glucides totaux, tandis que le blé avec 16 kg de biuret/ha, 
a 1,71 d'oses et 5,79 de glucides totaux et le blé le plus riche en biuret, 
1,41 d'oses et 4,61 de glucides totaux. 

Nous retrouvons cette diminution des oses et des glucides solubles 
totaux dans les feuilles de tomate, de pomme de terre et de concombre, 
lorsqu'augmente la quantité de biuret (tableau IV). 


TABLEAU IV 


Blé Pommes de terre Tomates! Concombres 


Bord | Centre |Feuilles| Bord | Centre 


Limbes | Gaines| Tiges | Épis des feuilles | totales des feuilles 


Oses % de frais 


Témoin sans biuret.| 2,11 125 2,63 2,42 0,26 0,27 0,53 O,21I 0,30 
Biuret Dose 1...... 1,69 0,76 2,06 1,97 0,31 0,31 0,35 0,79 0,37 
Fr anse 1,95 0,55 1,51 1,63 0,34 0,63 0,29 
2 Tete 0,23 0,24 0,26 0,33 0,20 


Glucides solubles % de 


frais 
Témoin sans biuret.| 5,18 5,56 6,34 6,64 0,82 0,58 0,63 0,28 0,32 
Biuret Dose 1...... 6,56 7,29 4,27 SU 0,60 0,52 0,47 1,06 0,76 
ER 547 | 4,05 | 4,14 | 5,47 0,52 | 0,96 | 0,46 
EPP 0,43 0,41 0,40 0,67 0,36 


Puisque l’abondance des glucides témoigne de l’activité de la photo- 
synthèse, il semble qu’elle se ferait moins bien en présence de biuret, 
à moins que l'accumulation ne soit moins grande parce que la consom- 
mation serait plus rapide. 

La première de ces hypothèses paraît mieux concorder avec le fait 
que les oses diminuent eux aussi avec l'augmentation du biuret. Or les 
oses sont ordinairement d'autant plus abondants que l’activité métabo- 
lique est plus grande. 

Il est à noter aussi que la teneur en glucides augmente en passant 
des limbes aux gaines, à la tige, à l’épi, tandis qu'avec un peu de biuret 
la feuille est plus riche, mais la tige avec l’épi plus pauvres. Avec beaucoup 
de biuret, l’ordre croissant est à peu près rétabli sauf pour les limbes, 
mais les nombres sont bien inférieurs. 


Les acides organiques. 


Avec l'augmentation du biuret, le pH des différents organes des 
plantes traitées ne varie guère, mais on peut distinguer cependant une 
légère variation de l’ensemble des acides organiques présents. Dans la 
tomate par exemple, qui contient normalement 11 milliéquivalents pour 
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100 g de poids frais, on en trouve une moyenne de 14 pour le traitement 
avec de l’urée à 20 p. 100 de biuret. 

La variation est dans le même sens pour les tiges de blé qui passent 
de 12 méq/100 g frais à 13 avec un peu de biuret et arrivent à 16 avec 
beaucoup de biuret. Dans les limbes par contre où l'acidité est normale- 
ment deux fois plus forte, elle diminue avec l'augmentation du biuret, 
passant de 26 méq à 24 avec un peu de biuret et à 23 avec beaucoup de 
biuret. 

En face de cet ensemble des acides organiques, nous voyons baisser 
avec le biuret l’ensemble des acides minéraux, surtout l'acide nitrique ; 
celui-ci demeure cependant beaucoup plus important qu’on ne pouvait 
s'y attendre étant donné la diminution des nitrates dans l'alimentation. 

Les deux plus importants acides organiques sont toujours l'acide 
malique et l'acide citrique qui représentent à eux seuls 90 à 95 p. 100 
de l'acidité organique, un peu moins chez l'oranger. La proportion de 
ces deux acides varie nettement avec le biuret, l'acide malique augmen- 
tant, tandis que l’acide citrique diminue. Dans les feuilles de concombres, 
par exemple, l’acide malique qui représentait le quart des acides orga- 
niques en représente le tiers dans les feuilles commençant à jaunir, tandis 
que l'acide citrique passe des deux tiers aux trois cinquièmes. 

Parmi les autres acides diminuent aussi l'acide aconitique, lorsqu'il 
est présent comme dans le blé, l'acide succinique (sauf dans la tomate) 
et l’acide malonique, tandis qu'augmentent l'acide quinique et surtout 
l’acide glycérique. N'oublions pas que l’acide succinique intervient dans 
la synthèse de la chlorophylle. 

Voici un dosage effectué sur colonne de célite des acides organiques 
des feuilles de concombres normales et commençant à jaunir. Les nombres 
sont donnés en pourcentage de l'acidité organique totale. 


a.malique a.citrique a.succinique a.malonique a. glycérique 
feuilles normales....... 25 65,5 2,6 1.6 0.6 
feuilles jaunissant sous 
l'influence du biuret . 32 59 0,8 0,35 3 


Les protides et acides aminés. 


La quantité totale de protides ne varie guère avec le biuret : les plus 
fortes variations rencontrées sont de l’ordre d’un dixième. Elles sont de 
sens inverse, le pied avec un peu de biuret étant un peu plus riche chez 
le concombre, un peu moins riche pour les tomates ou la pomme de 
Lérre: 

Une partie de l'azote total se trouve sous forme soluble et les varia- 
tions de la proportion de cet azote soluble par rapport à l'azote total 
sont intéressantes, bien qu'il varie, comme la quantité des protides, dans 
des sens inverses. Ces variations proviennent, non pas de l’azote inorga- 
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nique, ammoniaque ou nitrates, mais de l'azote organique soluble dont 
la proportion par rapport à l'azote soluble est toujours dans le même 
sens que celles de l’azote soluble par rapport à l'azote total. 

Considérons l’ensemble des dosages des diverses formes de l'azote 
dans le bord et le centre des feuilles de concombre, sans biuret et avec 
des doses croissantes de biuret, 1, 2 et 3 (tableau V). 


TABLEAU V 
N % de sec N 
< N soluble! organique 
b à h £ % de de 
N total | N soluble PÉcERLs À CR N nitrique) N total [N soluble 
soluble 
Bord des feuilles l 
Hémomerr.. 4,76 0,97 0,48 0,17 0,32 20,4. 49,5 
ÉCRIS NE 5,06 1,10 0,70 0,18 0,22 2,7 63,6 
+ se rec a 1,05 de. 0,16 se 2e sè 
ere RUE 1e I,15 0,7 0,14 0,2 24 2 
Centre des feuilles É i ï Ù 
1 rie been e 5:44 ue 023 C,49 26,5 50 
À ASUS AS OS 5,79 TRS 0,89 0,2 0,51 29 53 
DOSSIERS 4,14 1,28 0,71 0,17 0,40 30,9 55,5 
D ere en ets ete 4,89 1,50 0,86 O7 0,47 207 Le 


I1 n'est pas douteux dans les feuilles de concombres, que l'azote 
soluble augmente avec le biuret et que cette augmentation est liée avec 
celle de l’azote organique soluble. 

L'azote organique soluble est constitué par quelques peptides, 
mais surtout par des acides aminés libres et il n’est pas douteux que nous 
retrouvons sur les feuilles de concombre ce que WEBSTER et coll. ont 
signalé dans le Xanthium (3). Nous aurions trouvé plutôt le contraire si 
nous avions étudié seulement les feuilles de tomate et c’est pourquoi nous 
pensons que ce détail est significatif, mais non pas essentiel. 

Les proportions des acides aminés sont assez différentes suivant les 
plantes. Comme on peut s’y attendre après une fourniture d’ammoniaque, 
les amides et les acides aminés basiques deviennent plus importants. Ces 
derniers augmentent surtout dans les feuilles de concombre, mais non 
dans les feuilles de tomate. Dans le blé, une différence très nette apparaît 
entre les basiques : le biuret fait augmenter la lysine, maïs bientôt, lorsque 
trop abondant il devient toxique, la Iysine diminue et l’arginine augmente 
considérablement. 

Les acides aminés acides ne variant guère, bien qu'ils aient tendance 
à diminuer, surtout l’acide amino-adipique dans les feuilles de concombre. 

Parmi les acides aminés neutres, la phénylalanine et la tyrosine 
augmentent ordinairement ainsi que la valine et les leucines. Les aug- 
mentations les plus nettes sont parfois celle de l’alanine, ordinairement 
celles du glycocolle et de la sérine : cette surabondance de glycocolle 
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et de sérine est sensible surtout dans les feuilles et les tiges de tomate. 
Une différence assez nette apparaît entre ces deux acides aminés, qui 
rappelle celle de la 1ysine et de l’arginine : le glycocolle augmenterait aussi 
longtemps que le biuret n’est pas toxique, tandis que ce serait la sérine 
lorsque le biuret est trop abondant. 

Un problème se pose ici, à propos du biuret qui doit se trouver parmi 
l'azote organique soluble s’il a pénétré dans la plante. Or, il est à priori 
probable que le biuret pénètre dans la plante et qu'il exerce par lui-même 
et non pas à distance son action toxique ; ne sait-on pas que beaucoup de 
molécules, même assez volumineuses comme celle des systémiques sont 
susceptibles de pénétrer dans la plante et de migrer jusqu'aux feuilles où 
elles se fixent et persistent inchangées? Il est probable que le biuret, 
par le même chemin que l’azote, parvient normalement jusqu'aux points 
de croissance, aux feuilles en particulier où se fait la principale syn- 
thèse des acides aminés. 

Il restait à mettre en évidence le biuret dans les feuilles malades, 
ce qui ne va pas sans difficultés par suite de la présence des pigments 
très solubles, comme le biuret, dans l'alcool, par suite aussi de la facilité 
avec laquelle le biuret peut se transformer. Cette mise en évidence a pu 
être faite à la Station de Recherches Agronomiques de l'O. N. I. A. 
en adaptant avec toute une série de précautions le dosage colorimétrique 
du biuret selon la méthode d’ELLIS et FORMAINI (5). L'analyse au spectro- 
photomètre a montré qu'il s'agissait bien de la coloration du biuret avec 
son maximum d'absorption et son maximum de transmission. 

Ces dosages ont montré qu’on pouvait trouver dans les pieds intoxi- 
qués par le biuret un dixième de l'azote organique soluble, sous forme 
de biuret et que cette proportion pouvait atteindre ou même dépasser le 
tiers : le biuret représenterait ainsi 4 à 15 p. 100 des protéines solubles. 


Discussion des résultats. 


L'intoxication par le biuret présente un ensemble d'effets dont certains 
sont encore trop disparates pour qu'il soit possible de préciser le méca- 
nisme qui les expliquera tous. 

D'ailleurs le biuret n’est pas toujours toxique et son seuil de toxicité 
se situe aux environs de 10 p. 100 de l'azote fourni. Si l'azote est fourni 
sous forme d'urée, cette dose correspond à un peu plus de 4 g de biuret 
pour 100 g d’urée. Au-dessous de ce taux, il semblerait, comme c’est le 
cas pour beaucoup de poisons, que de légères doses excitent la végétation 
et soient excellentes pour la plante qui arrive à surmonter la difficulté. 
À 2 p. 100 de l'azote, le blé est légèrement plus développé et son grain mieux 
minéralisé. 

La proportion d'eau dans les plantes intoxiquées paraît aller de pair 
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avec celle des cations. Le biuret rendrait plus graves et surtout plus 
irrémédiables les inconvénients de l'alimentation ammoniacale exclusive. 
Son abondance gênerait la pénétration des éléments minéraux, mais 
non pas leurs migrations puisque nous ne trouvons pas d'anomalies dans 
leur distribution. Bien plus, le phosphore a beau se trouver en moins 
grande quantité dans la plante à forte dose de biuret, il atteint tout de 
même son taux normal dans les grains, aux dépens de l’épi deux fois plus 
vidé que celui des témoins. 

Le métabolisme des glucides est troublé et leur taux diminue avec 
la quantité de biuret, aussi bien celui des oses que celui des osides. 
La situation est inverse au moment de la germination et cela résulte de 
l'origine différente des glucides qui proviennent alors de la graine hydro- 
lysée que la plantule intoxiquée arrive à utiliser d'autant moins que le 
biuret est plus abondant, tandis que en cours de végétation, les glucides 
proviennent de la photosynthèse moins active dans les plantes intoxi- 
quées. 

Le jaunissement du sommet des feuilles qui se produit surtout dans 
les plantes très sensibles au biuret, comme l’oranger ou le concombre, 
s'explique peut-être par l'accumulation locale de biuret que ces plantes 
seraient moins aptes à hydrolyser et à introduire dans le métabolisme ; 
cette résistance est parfois soudainement brisée, et l’on voit des feuilles 
jaunies de pomme de terre reverdir en quelques jours. 

Les acides organiques et les acides aminés nous introduisent dans 
les coulisses du métabolisme intermédiaire, et c’est là que semble devoir 
s'exercer l'essentiel de la toxicité. La synthèse des acides aminés semble 
surtout devoir être troublée par cette arrivée d'azote sous une forme 
anormale. 

Les acides aminés sont formés à partir de l’acide cétoglutarique 
(acide glutamique), de l'acide oxalo-acétique (acide aspartique), de l'acide 
pyruvique (alanine) ou hydroxypyruvique (sérine) et de l'acide glyoxy- 
lique (glycocolle) (6). 

Tant que la plante n’est pas intoxiquée, le cycle citrique paraît 
fonctionner normalement et le passage du cycle des cétoses au cycle 
citrique par l'intermédiaire de l'acide glycérique se fait rapidement ; 
mais bientôt l'acide citrique diminue et l'acide glycérique augmente. 
Un freinage assez général de la synthèse fait augmenter la proportion 
des acides aminés qui se forment secondairement, valine, leucine, lysine, 
tyrosine. Avec une intoxication plus grave, les acides aminés qui dépen- 
dent du cycle citrique diminuent tandis qu'augmentent les plus simples, 
glycocolle, alanine et sérine. | | 

Une répercussion du blocage de certaines fonctions par le biuret 
serait l’activité plus grande des oxydations, profitable lorsqu'elle n'est 
pas exagérée : la chlorophylle a devient chlorophylle b, le glycocolle 
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augmente, sans doute par suite de l'apparition du cycle glyoxylique, 
la tyrosine se multiplie, l’acide pyruvique devient hydroxypyruvique et 
la sérine l'emporte sur l’alanine, etc. 


Conclusion. 


Le biuret n'est toxique qu’au-dessus d’un certain taux, au-dessous 
duquel il peut exercer une heureuse influence sur la végétation et la pro- 
ductivité. Sa toxicité ne gêne pas les migrations à l’intérieur de la plante, 
mais elle troublerait le métabolisme intermédiaire et le fonctionnement 
du cycle citrique. Ces troubles paraissent provoqués par les déficiences 
en éléments minéraux dont le biuret gênerait la pénétration dans la 
plante et par la fixation de sa molécule sur les fonctions qui fixent d’ordi- 
naire une molécule d’'ammoniaque : la toxicité apparaîtrait dans la mesure 
où la plante ne parviendrait pas à éliminer tout ce surplus encombrant, 
en fractionnant la molécule de biuret pour ne garder que l’ammoniaque. 
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Avec la collaboration technique de G. VANDEWALLE, 


Introduction. 


La technique de centrifugation en gradient de densité a été appli- 
quée par OTTESEN et WEBER (1) au fractionnement cellulaire de tissus 
animaux. Ils obtiennent la séparation de microsomes légers sur une 
couche de densité inférieure à 1,12 ; de mitochondries en plusieurs couches 
dont une principale correspondant à une densité de 1,17 à 1,18 et des 
particules plus lourdes, vraisemblablement des noyaux, sous forme 
d’un culot. Pour diminuer la viscosité du milieu ils utilisent des mélanges 
saccharose-diiodone, de densités calculées, puis vérifiées à l’aide de petits 
flotteurs tarés. Les couches superposées sont maintenues 24 à 48 heures 
au froid : la diffusion agit pour former un gradient continu. 

JAMES et Das (2) ont utilisé cette technique pour séparer chloro- 
plastes et mitochondries d’homogénats de feuilles. Ils obtiennent ainsi 
des mitochondries dont la densité est voisine de 1,12 sous forme d’une 
couche jaunâtre n'ayant pas migré alors que les chloroplastes se trouvent 
dans les zones de densité supérieure à 1,12. ; 

Nous avons repris cette méthode et en colorant les homogénats 
avec du « vert Janus »; nous avons obtenu des résultats différents de 
ceux de JAMES, mais analogues à ceux décrits par OTTESEN et WEBER : 
les mitochondries séparées ont une densité voisine de 1,18, tandis que 
les microsomes restent dans la couche de densité inférieure à 1,12. Il 
semble probable que les mitochondries obtenues par JAMES et DAS soient 


en réalité des microsomes. 


(*) Adresse actuelle : Laboratoire de Biologie Végétale ; Université de Tunis, Tunisie. 
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Méthodes. 
I. — Solutions. 


Les gradients sont constitués par la superposition de couches 
de solutions de saccharose de densités calculées. Dans nos derniers essais 
les solutions de saccharose contenaient également du versène 0,017 M et 
du phosphate 0,017 M à pH 7,4. 

Nous partons d’une solution concentrée de saccharose déionisée sur 
colonne de Dowex 50 X 8,20 — 40 mesh, puis neutralisée par KOH N. 
À partir de cette solution dont la densité est d'environ 1,26, nous pré- 
parons une série de solutions de densité variant de 1,12 à 1,25, la diffé- 
rence de densité étant 0,01 entre chaque dilution. Les diverses solutions 
sont conservées entre 2 et 40C. 


2. — Établissement du gradient de densité. 


Les solutions sont introduites dans des tubes en plastique corres- 
pondant au Rotor SW 39 SPINCO. Les tubes sont maintenus dans la 
glace pendant la durée du remplissage. Pour superposer les diverses 
couches nous utilisons un petit disque de liège (2 mm de hauteur X 5 mm 
de diamètre). 

Lorsque la première solution a été versée dans le tube, nous déposons 
le disque de liège et la deuxième solution est introduite à l’aide d’une 
seringue, l'extrémité de l'aiguille étant placée juste au-dessus du disque. 
La solution qui s'écoule glisse sur le liège et s'étale parfaitement sur la 
couche précédente sans se mélanger, même si la différence de densité 
n'est que de 0,01. Cette manipulation est très facile et nous préparons 
ainsi jusqu'à 12 tubes en même temps, en 30 minutes environ. 

Nous préparons 2 séries de solutions. Une série (G1) est utilisée pour 
le premier fractionnement et comporte 5 couches de densité 1,25 (1 ml) 
121105 ml\T re (0,5 ml): x,15 (0,5 ml) ; 1,12 (0,5 ml). 

La deuxième série (G,) sert pour reprendre une fraction de la pre- 
mière séparation et comporte 7 Couches : 1,21, 1,20, I,10, I, IS, TP LT 
lis. 

Les tubes contenant les séries superposées de solutions sont main- 
tenus au froid et utilisés dans la journée. 

Nous ne les laissons pas diffuser 24 heures comme le font OTrESEN 
et WEBER, car les séparations dans les solutions récemment préparées 
sont plus nettes. 

Nous avons vérifié par la « Méthode de Schlieren » que la diffusion 
est lente. 


» 
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3. — Fractionnement. 
a) Premier fractionnement. 


Les feuilles sont broyées au mortier sans sable, avec les solutions 
utilisées pour la préparation des fractions mitochondriales (DUCEr, 
ROSEMBERG, VANDEWALLE (%), puis le broyat est filtré sur double éta- 
mine. Toutes ces opérations sont conduites pour que la température se 
maintienne entre 2 et 40. La suspension est ensuite placée sur G, à l’aide 
d'une seringue et du disque de liège ; G, occupant un volume de 3 ml, 
nous pouvons introduire de 1,5 à 2 ml de la suspension, la capacité des 
tubes en plastique étant d'environ 5,5 ml. 

Les tubes sont placés dans les pots de centrifugation préalablement 
refroidis, ainsi que le bol S W 39, à o°. Après fermeture hermétique et 
en utilisant 3 tubes semblables, nous centrifugeons 30 minutes à 40 000 
T. M. (Un temps plus long de centrifugation ne nous a pas donné une 
meilleure séparation.) Il semble donc qu’à la vitesse maximum de centri- 
fugation, la viscosité des solutions de saccharose ne soit pas gênante pour 
obtenir rapidement l'équilibre de séparation. 

L,'accélération et la décélération sont très rapides (moins de 5 minutes). 
Les tubes sont sortis des pots de centrifugation en prenant soin de Îles 
maintenir verticaux. 


b) Second fractionnement. 


Les diverses couches séparées sont prélevées à l’aide d’une seringue, 
en commençant par les couches supérieures. Pour reprendre une des 
couches isolées, nous diluons avec le mélange, saccharose 0,5 M et versène 
0,05 M, pour amener à une densité inférieure à 1,12 (en général une 
dilution au 1/2 suffit) et la suspension obtenue est placée sur G:, puis 
centrifugée dans les mêmes conditions. 


c) Colorahon. 


Les chloroplastes sont partiellement fragmentés au cours du broyage 
et nous trouvons des couches vertes depuis une densité de 1,15 jusqu'à 
1,21. Pour mettre en évidence les mitochondries, nous avons ajouté du 
vert Janus à une partie de la suspension obtenue après broyage. 

En comparant les couches obtenues avec et sans vert Janus, il est 
facile d'observer la zone où s’est fixé plus fortement le colorant. 

Les concentrations finales de vert Janus dans la suspension varient 
des POP AAIZOMANTLO. 
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4. — Spectroscopie. 


Les diverses couches isolées ont été examinées pour leur contenu 
en cytochromes. Nous avons fait ces recherches surtout après fractionne- 
ment de feuilles étiolées. Quelques essais ont été également faits après 
fractionnement de feuilles vertes, chaque fraction étant traitée à l’acé- 
tone pour éliminer la chlorophylle. La présence de saccharose à forte 
concentration ne facilite pas l'extraction par l'acétone, mais il est possible 
après extractions répétées d'éliminer la presque totalité des pigments ; 
le résidu est mis en suspension dans un peu d’eau. 

Chaque fraction, traitée ou non par l’acétone, est additionnée de 
quelques cristaux d’hyposulfite et refroidie dans l'azote liquide à l’aide 
d'un dispositif permettant ensuite un examen spectroscopique. Les 
spectres ont été photographiés à l’aide d’un spectroscope à main monté 
sur une chambre photographique (HUET, Paris). Un spectre de référence 
au mercure a été également photographié sur la même plaque. Les temps 
de pose varient de 2 secondes à 64 ou 128 secondes. Nous avons utilisé 
la pellicule 6,5 X 9, portrait, Royal Pan de Kodak dont la vitesse est 
environ I 200 ASA, qui donne un meilleur contraste et une meilleure sen- 
sibilité dans le rouge que les « plaques scientifiques ». 


Résultats. 


Nous avons fait un assez grand nombre de fractionnements à partir 
de feuilles étiolées (Pois), de feuilles vertes (Pois, Tabac, Haricot), ainsi 
qu'un essai avec un broyat d'œuf de Pleurodèle (en collaboration avec 
le Professeur DEVILLERS de la Faculté des Sciences de Paris). Nous avons 
également examiné des homogénats de racines d'Orge. Nous donnons 
8 reproductions en couleur d'essais, suffisamment typiques des résultats 
obtenus en général. 

La figure 1 montre un fractionnement de jeunes feuilles de Tabac sur 
G1. Le tube de droite a reçu 0,015 ml de vert Janus à 0,5 p. 100 pour 2 ml 
d'homogénat. Le tube de gauche présente 5 couches correspondant aux 
densités < 1,12, I,12, 1,15, I,18, 1,21. Il existe également un culot de 
densité > 1,25 au fond de ce tube. La couche de densité < 1,12 est jaune 
rougeâtre ; celles de densité 1,12 et 1,15 sont très vertes. La couche tr ,18 
est vert jaunâtre, la couche 1,21 est vert pâle, Après coloration avec le 
vert Janus, toutes les couches sont colorées plus intensément, mais c’est 
la couche 1,18 qui semble avoir pris le plus de colorant. 

La figure 2 montre les résultats obtenus après reprise sur G, : tube 
de droite, couche 1,15 ; tube de gauche, couche 1,18. Les deux couches 
sont colorées au vert Janus (0,003 ml à 0,5 P. 100 pour 1,5 ml de sus- 
pension). 
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La couche colorée (tube de gauche) en bleu correspond à une densité 
de 1,18. 

Nous avons fait des examens microscopiques des diverses couches. 
En général les couches < 1,12 et 1,12 sont constituées de particules non 
visibles au microscope, aussi bien pour les feuilles vertes que pour les 
feuilles étiolées. 

La couche 1,15 contient des chloroplastes entiers où fragmentés 
pour les feuilles vertes, des plastes colorés en jaune pour les feuilles 
étiolées. Les chloroplastes de Tabac ne renferment pas d’amidon quand 
ils sont dans cette couche. 

La couche 1,18 contient quelques chloroplastes et de nombreuses 
particules d'environ 0,5 u. Pour les feuilles étiolées cette couche a une 
couleur caractéristique légèrement rougeitre. 

La couche 1,21 ne contient que des plastes (feuilles étiolées) ou des 
chloroplastes, ces derniers renfermant souvent des grains d’amidon 
(Tabac). Le culot de densité supérieure à 1,25 renferme des débris cellu- 
laires, de l’amidon et peut-être des noyaux. 

La figure 3 montre le fractionnement d’un homogénat de jeunes 
feuilles de pois. Le premier tube correspond au gradient G,, les 3 tubes 
suivants à la reprise de la couche 1,18 sur G.. Les tubes P, et P, ont reçu 
respectivement 0,025 et 0,03 ml de vert Janus à 0,1 p. 100. Nous observons 
une coloration intense pour une couche correspondant à une densité de 
1,18. Il faut noter que le prélèvement fait dans une couche 1,18, donne, 
par reprise, des particules dont la densité s’échelonne de 1,15 à 1,21. 

La figure 4 du fractionnement d’homogénat d'œuf de pleurodèle 
montre l'influence de quantités croissantes de vert Janus à 0,5 p. 100. 
Pour les faibles quantités, il y a coloration sélective des mitochondries. 
La couche la plus dense (correspondant au vitellus) tend cependant à 
se colorer également. Avec 8 ul de vert Janus, les diverses couches ont 
toutes pris le colorant. La coloration au vert Janus n’est que relativement 
spécifique des mitochondries. 

Les figures 5 et 6 montrent que pour les jeunes feuilles de tabac 
(Tj), la coloration au vert Janus indique aisément la présence de mito- 
chondries alors que pour les vieilles feuilles (Tv), nous ne distinguons pas 
de couche plus particulièrement colorée. Cependant la couleur rose du 
surnageant, indique que le vert Janus a été réduit. 

Les figures 7 et 8 correspondent au fractionnement d’un broyat 
(en présence de phosphate) de racines d'Orge. La reprise sur G, de la 
couche densité 1,18, montre que la couche de mitochondries se localise 
à une densité inférieure à 1,15. Il semble donc que la dilution avec du 
saccharose 0,5 M a provoqué un gonflement qui diminue nettement la 
densité des mitochondries de racines d’Orge. 

Les figures 9 à 16 montrent les spectres obtenus d’une part avec 
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les couches après fractionnement d’un homogénat de feuilles étiolées de 
Pois, d'autre part avec les couches résultant d'un fractionnement d'homo- 
génat de feuilles vertes de Tabac. 

C’est seulement dans la couche de d—1,18 du premier fractionnement 
(fig. 11) que l’on observe un spectre complet de cytochromes 4, b, et c. 
les autres couches ne donnant que des spectres du type b (fig. 9, 10, 12), 
Pour le fractionnement de feuilles vertes, pour lequel la décoloration à 
l’acétone a été nécessaire, nous n'avons observé qu'un spectre vraisem- 
blablement de cytochromes b et f sans trace de a (fig. 16). 

Toutefois, les mitochondries de feuilles étiolées qui présentent le 
spectre complet, ne renferment plus de cytochromes 4, quand elles ont 
été traitées par l’acétone (fig. 13). Il n’est donc pas exclu que les chloro- 
plastes contiennent un cytochrome de type a. Les travaux récents de 
VENNESLAND (4), indiquent d’ailleurs cette possibilité. 


Discussion. 


Nos résultats montrent que la séparation des mitochondries et des 
chloroplastes est presque impossible par centrifugation dans un gradient 
de densité puisque les mitochondries présentent une densité voisine de 
1,18 et que les chloroplastes ont une densité comprise entre I,12 et 1,20, 
la moyenne partie (dépourvue d’amidon) ayant une densité de I,15. 

Ces résultats, quant à la densité des mitochondries, sont analogues 
à ceux obtenus par OTTESEN et WEBER (1) pour le fractionnement des 


F1G 1. — Fractionnement sur G, d’un homogénat de feuilles de Tabac. Tube de droite 0,015 ml 
Vert Janus o,1 p. 100. 


FIG. 2. — Reprise sur G.. Addition de 0,005 ml de vert Janus 0,1 p. 100. 
Tube de gauche : couche 1,18 de G; 
Tube de droite : couche 1,15 de G;. 


FiG. 3. — Fractionnement d'un homogénat de jeunes feuilles de Pois. 
4 Tube de gauche : Gradient G.. 
Ps, Pa, Ps : Reprise de la couche r,18 sur G. Vert Janus : P, 0,025 ml ; P, 0,03 ml. 


FIG. 4. — Fractionnement d’un homogénat d'œufs de Pleurodèle. 
T : témoin sans vert Janus. La quantité de vert Janus ajoutée est indiquée sous chaque tube. 


| . FiG. 5. — Fractionnement d’un homogénat de jeunes feuilles de Tabac. 
Tjisur gradient Gi. Ti, Ty Tjs : reprise de la couche 1,18 sur G,. Vert Janus T;,:0,o15ml; T;,:0,020 ml. 
. FIG. 6. — Fractionnement d’un homogénat de feuilles adultes de Tabac. 
Ti: sur gradient Gi. Tu, Tos, Trs: reprise de la couche 1,18sur G,. Vert Janus: Ty: 0,020 ml ; T4 :0,025ml. 


F1G. 7. — Fractionnement d’un homogénat de racines d'Orge. 
Gradient G; + o,o10 ml de vert Janus. 


FIG. 8. — Fractionnement d’un homogénat de racines d'Orge. 
1, 2, 3 : reprise de la couche 1,18 sur G,. Vert Janus : 2 : 0,025 ml ; 3: 0,005 ml. 
Feuilles étiolées (Pois) 


Fig. 5 
ig Fig. 6 
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mitochondries animales et par JAGENDORF (5) pour les mitochondries 
des feuilles. 

JAGENDORF a trouvé par centrifugation dans des milieux de densité 
constante, que les chloroplastes sont en général plus denses que les mito- 
chondries. 

Le travail de JAMES et Das (2) indique au contraire une séparation 
des mitochondries pour une densité de 1,12, les chloroplastes ayant une 
densité comprise entre 1,13 et I,10. 

L'analyse spectrographique, quant au contenu en cytochromes, 
nous a montré que la fraction de densité voisine de 1,12 est constituée 
par des microsomes parfois très abondants. Par contre, la fraction colo- 
rable par le vert Janus, de densité voisine de 1,18 est souvent en très faible 
quantité. Il semble donc que la fraction décrite par JAMES et Das, 
comme mitochondriale, soit en fait constituée par des microsomes. 

La coloration par le vert Janus n'est pas spécifique des mitochondries 
et si des organites existent en petite quantité, les chloroplastes peuvent 
prendre très fortement le vert Janus qui est réduit (coloration rose du 
surnageant). 

L'action dissolvante de l’acétone pour les pigments des chloroplastes, 
souvent utilisée pour mettre en évidence les cytochromes, peut dénaturer 
ces derniers et en particulier faire disparaître la bande du cytochrome a 
(fig. ir et 13). 

La présence du cytochrome a dans les chloroplastes n’est donc pas 
exclue. DAVENPORT (6) a d’ailleurs signalé la présence de traces de ce 
cytochrome dans les chloroplastes, à côté de grandes quantités de b6 et de 
f, tandis que JAMES et LEECH (7) ne le trouvent pas. 

Récemment VENNESLAND a trouvé que les chloroplastes intacts, 
préparés selon la méthode d’ARNON, pouvaient parfois contenir une 
« dark oxidase » aussi active que celle des mitochondries isolées par 
JAMES et DAs. 

Il semble donc que l'absence de cytochrome oxydase dans les 
chloroplastes ne soit pas démontrée et que cet enzyme puisse jouer un 
rôle dans le mécanisme de la photosynthèse. 


Résumé. 


La centrifugation en gradient de densité d’un homogénat de feuilles 
ne permet pas de séparer complètement les mitochondries des chloro- 
plastes. Ces derniers présentent des densités variables, dues à la fragmen- 
tation et à la perte des grains d’amidon. 

Il est possible cependant dans les jeunes feuilles de mettre en évi- 
dence une couche de mitochondries colorable par le vert Janus. Dans 
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F1G. 9. — Feuilles étiolées (pois). Spectre de la couche 4 inférieure à 1,12 (microsomes). 


FIG. 10. — Feuilles étiolées (pois). Spectre de la couche 4 = 1,15. 
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FIG. 11. — Feuilles étiolées (pois). Spectre de la coucl 
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1e d = 1,18 (mitochondries). 


12. — feuilles étiolées (pois). Spectre de la couche d — 1,21 (plastes), 
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Fic. 13. — Feuilles étiolées (pois). Spectre de la couche d = 1,18 (mitochondries) 
après traitement à l’acétone. 


FiG. 14. — Feuilles vertes (tabac), Spectre de la couche d = 1,18. 
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Fic. 15. — Feuilles vertes (tabac). Spectre de la couche d — 1,21. 
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FiG) 16. — Feuilles vertes (tabac). Spectre de la couche d = 1,15 après traitement à l'acétone. 
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les feuilles adultes, la présence de mitochondries colorables par le vert 
Janus n’est pas démontrée par cette technique. 

L'étude des spectres d'absorption ne permet pas de conclure à 
l'absence de cytochrome & dans les chloroplastes, car l’acétone utilisée 
pour éliminer la chlorophylle dénature ce cytochrome et fait disparaître 
la bande . 
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Résumé. 

INTRODUCTION 


Dans une précédente étude (19) nous avons montré que le germe de 
pomme de terre peut, tout comme une plante normale, parcourir toutes 
les étapes du développement (tubérisation, floraison et maturité) tout en 
ne dépendant au point de vue nutrition que du tubercule-mère. A la 
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suite de Savrc (25) et de CLAVER (5,6) nous avons appelé séade d'incubation 
le stade de tubérisation des germes, et période, ou phase d'incubation, 
le temps s’écoulant entre le départ de la germination et la formation des 
nouvelles ébauches de tubercules par les germes. La rapidité de ce déve- 
loppement est étroitement soumise aux conditions de milieu. Elle est 
notamment accélérée par l'humidité, la chaleur et l'obscurité, au moins 
après le départ de la germination. Lestade d’incubation est atteint d'autant 
plus tôt que la température de conservation a été plus élevée, au moins 
dans les limites étudiées de 29 à 200. 

Dans un même milieu ce sont les germes des tubercules chronologi- 
quement les plus âgés qui sont les premiers incubés. 

La rapidité d'incubation sous des conditions données est un caractère 
variétal, par exemple, Eersteling, Bintje, Kerpondy « incubent » vite, 
Ackersegen et Flava plus lentement. Il n'existe pas de corrélation entre 
la rapidité d’incubation et la précocité des variétés. 

L'égermage ne supprime pas l’incubation : les différences existant 
sous le rapport de l’évolution entre les germes initiaux de deux lots d’une 
même variété se conservent après un égermage simultané et une croissance 
des nouveaux germes dans un même milieu. Ceci tend à indiquer que ce 
n’est pas seulement le germe en croissance qui évolue, mais l'ensemble 
du tubercule. 

Approfondissant cet aspect de la question, l’un de nous (23) a vérifié 
que le siège de l'évolution sous l’action directe du milieu se trouve dans 
les « réserves »! du tubercule-mère et non dans les bourgeons des veux, 
et que le germe ne fait que traduire de façon visible cet état d'évolution 
interne du tubercule sur lequel il croît. 

Le facteur inducteur de la tubérisation des germes, transmissible 
par la greffe, est produit par des transformations chimiques à l’intérieur 
des « réserves » du tubercule. Une température élevée (20°) active sa 
formation, une température basse (20) la ralentit, mais ne l’inhibe pas. 
Cette évolution interne est indépendante de la germination car elle se 
produit aussi bien chez des tubercules dont la croissance des germes 
a été totalement inhibée par des substances antigermes ou par le froid. 

Dans tous ces travaux (19, 20, 22, 23), nous avons remarqué que 
l'abondance de stolons, toutes conditions égales par ailleurs, était liée à 
un état d'évolution avancé des germes, relativement proche du stade 
d'incubation. 

Aussi, après avoir constaté que l’incubation ne dépend pas de la 
germination, avons-nous été conduits (23) à nous « demander si la ger- 
mination, au sens de croissance et de ramification des germes n’est pas 


.. () Pour des raisons de commodité le terme « réserve » est utilisé dan 
désigner le tubercule et tout ce qu'il contient (tissus divers et substances 
des seuls tissus organisés en bourgeons dans les yeux. 


s un sens très large pour 
diverses) abstraction faite 
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au contraire dépendante, dans une certaine mesure tout au moins, de 
l’incubation, ou en d’autres termes de l’état physiologique des « réserves » 
du tubercule ». 

C'est l'hypothèse de travail qui sert de base à la présente étude. 


I. — DONNÉES BIBLIOGRAPHIQUES 


La germination, ou plus exactement le départ de la germination du 
tubercule de pomme de terre, a donné lieu depuis longtemps à de nom- 
breuses études qui ont porté sur la durée du repos végétatif ou de la 
dormance en fonction des variétés et de l’action de divers facteurs du 
milieu, soit avant la récolte, soit au cours de la conservation. 

Bon nombre d’entre elles étaient orientées par la recherche de 
méthodes chimiques où physiques, soit de levée de la dormance pour 
hâter la germination, soit au contraire de prolongation de la dormance 
pour améliorer la conservation des tubercules. EMILSSON (8) entre autres, 
a fait une mise au point complète de cette question, mais on n’y trouve 
pratiquement aucune mention de la croissance ultérieure des germes. 

Il n’est pas inutile de rappeler ici une précision de terminologie 
qu'il apporte entre « repos végétatif» et «dormance ». Selon lui le repos 
végétatif est la période suivant la récolte pendant laquelle le tubercule 
ne peut germer, même sous des conditions optima (température d'environ 
209 et hygrométrie supérieure à 90 p. 100) ; la dormance est le temps pen- 
dant lequel le tubercule peut être conservé sans germer à une température 
sub-optimale. 

Par contre la croissance et le développement des germes après le 
levée de la dormance paraissent avoir été étudiés de façon moins sys- 
tématique. Dans ce domaine, la plupart des travaux ont été axés sur la 
recherche de méthodes pratiques de préparation des plants, en particulier 
la prégermination. Ils ont porté sur l’action de facteurs du milieu, prin- 
cipalement la température et la lumière, sur les germes. On doit surtout 
en retenir, d’après notamment HARTMAN (11), SMITH (26), KRIJTHE (17), 
FIsCHNICH (0), DAvipsoN (7), ISLEIB et THOMPSON (13), l'importance 
de leurs effets sur la croissance et la morphologie des germes : la croissance 
est d'autant plus forte et l'apparition des ramifications d'autant plus 
précoce et importante que la température croît jusqu'à un maximum 
qui paraît se situer aux environs de 26° à 280. La répercussion des traite- 
ments sur la vitesse de croissance et la vigueur des plantes produites 
par ces tubercules est attribuée par la majorité de ces auteurs à l’état de 
la germination au moment de la plantation. 

Mais l’action simultanée des facteurs du milieu de conservation sur 
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les tubercules eux-mêmes n’a été que peu ou pas considérée dans ces 
travaux et, a fortiori, la répercussion possible des modifications ainsi 
produites dans l’état physiologique des tubercules sur la croissance ulté- 
rieure de leurs germes. 

Cependant cette possibilité se déduit d’un raisonnement logique, 
ainsi que l’expose BURTON (1) : « L'effet de la température de conservation 
sur la croissance des germes est au moins double : direct par son influence 
sur la vitesse de division cellulaire et indirect par son action sur la com- 
position du substrat (c'est-à-dire le tubercule) sur lequel poussent les 
germes. Il est donc tout à fait possible que la conservation à une tempé- 
rature défavorable à la croissance des germes puisse modifier le tubercule 
de telle sorte que, après remise à une température favorable à la croissance 
la vitesse de croissance soit plus forte que chez des tubercules conservés 
continuellement sous des conditions favorables. Que l'effet soit favorable 
ou pas, il est pratiquement certain que l’histoire de la conservation anté- 
rieure influence la vitesse de la croissance ultérieure à toute température 
donnée. » 

C'est déjà ce qui se déduit des travaux de HOGETOP (12) qui conserve 
des tubercules sans germination dans une chambre froide à 29-49 puis les 
met à germer à 180-200 à des intervalles d’un mois. Des nombreuses 
observations qu’il a pu faire, il résulte que la germination (apparition 
de germes visibles) est accélérée quand on s'éloigne de la récolte, elle 
atteint un maximum entre le 6€ et le 10° mois après la récolte chez 
Deodara, puis elle baisse et devient nulle environ au 16€ mois. Le poids 
des germes obtenus en un temps donné après la mise en germination 
à 18-200, ainsi que leur longueur suivent la même évolution : croissance 
maximum, puis décroissance. Plus le temps antérieur de conservation des 
tubercules est long, plus les germes se ramifient vite et ont tendance à 
former des tubercules-fils en un temps court (après 10 à 13 mois de 
conservation préalable au froid). Chez Wohimann le comportement 
est analogue, mais avec des temps de conservation plus longs. 

KRIJTHE (18) a fait des expériences identiques avec la variété Bintje 
conservée sans germination à 2° et mise à germer à 20° à des intervalles 
réguliers de 14 jours. Ie poids des germes produits au bout de 4 semaines 
à 200, exprimé en pourcentage du poids des tubercules, sert à mesurer ce 
que l’auteur appelle leu pouvoir germinatif ». 

« Au fur et à mesure que la saison avançait, la germination devenait 
de plus en plus vigoureuse, phénomène bien connu dans la pratique, mais 
qui à à peine été étudié ». 

Le «pouvoir germinatif » croît, atteint un maximum environ 12 mois 
après la récolte (juillet-août de l’année suivante) puis décroît assez 
rapidement bien qu'il n'y ait eu aucune germination au cours de la con- 
servahion à 29, C’est ce que l’auteur appelle la « sénilité » des tubercules. 
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Il note corrélativement d’autres signes de vieillissement, notamment 
l'augmentation du nombre d'yeux germant et la ramification de plus en 
plus importante des germes. 

Une seconde germination de 4 semaines suit le premier égermage 
réalisé au bout de 4 semaines de germination. Cette seconde germination 
est supérieure à la première jusqu'au point maximum, ensuite elle est 
inférieure. Enfin, quand le maximum est dépassé, il peut apparaître des 
petits tubercules sur les germes de 22 germination. En outre il y a aussi 
un accroissement dans la longueur du pluslong germe jusqu’à ce que 
le « pouvoir germinatif maximum soit atteint ». 

D’autres preuves (pourritures de plus en plus nombreuses et moindre 
vigueur des plantes produites) de l’évolution ou vieillissement des tuber- 
cules maintenus sans germination au froid sont également apportées par 
DE JONG et HorsrRA (15). Il en ressort en outre d'importantes différences 
variétales dans cette détérioration de la valeur des plants par une conser- 
vation prolongée. 

Une variation de la capacité germinative et un rythme différent de 
germination suivant les variétés sont également observés par GER- 
MANN (10) au cours d’une germination à 129 à l'obscurité. 

Les tubercules sont égermés toutes les 4 semaines. Le poids des 
germes produits dans l'intervalle de 2 égermages varie. Il croît progressi- 
vement, devient maximum en février chez Vera, puis décroît. Chez Olym- 
pia l'accroissement est plus lent et le maximum n’est atteint qu’en mai. 

Deux lots dans les mêmes conditions de conservation et subissant 
simultanément l’un son 3° égermage, l’autre son premier, donnent par 
la suite des quantités équivalentes de germes. Comme ils ont auparavant 
perdu tous deux sensiblement la même quantité de germes, l’un en 
3 égermages, l’autre en un seul, l’auteur estime que c’est la quantité de 
substances perdues par les tubercules, et non le nombre d’égermages, qui 
est responsable de la modification de la vigueur germinative. 

MüxSTER (24) a étudié, mais seulement au moment de la plantation 
au printemps, la force germinative, mesurée par la longueur totale des 
germes, de tubercules de diverses provenances et de différentes grosseurs. 
Il met en évidence l'excellente corrélation qui existe entre la longueur 
totale des germes d’un tubercule et leur poids. 

Les différences dans la force germinative entre origines différentes 
ou calibres différents doivent découler de différences dans l’état physio- 
logique des tubercules. Celles-ci ne semblent pas être les conséquences 
d'effets de l'altitude, de la nature du sol, du pH, de la pluviométrie ou de 
l’ensoleillement du lieu de production. Par ailleurs, l'intensité respiratoire 
des tubercules ne présente pas de rapport net avec leur force germinative. 

Pour KAKAwAM!I (16), qui semble avoir négligé le poids et la longueur 
- des germes, l’évolution du tubercule se traduit dans le nombre de ses 
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germes : stades successifs à un germe (dominance apicale), deux germes, 
trois germes etc. qui sont fonction de l'âge du tubercule (après la récolte) 
et de la variété. Pour luic le phénomène peut être considéré comme le 
résultat de processus physiologiques internes dans l’histoire de la vie 
du tubercule lui-même ». 

De ces travaux, en particulier ceux de HOGETOP (12), KRIJTHE (18) 
et Kakawamr (16), il se dégage que l’évolution physiologique du tubercule- 
substrat joue un rôle majeur dans la croissance des germes. Cette évolution 
semble bien présenter un certain parallélisme avec celle que de notre 
côté nous avons appelée « incubation », et dont nous savons déjà qu'elle 
est indépendante de la germination. 


IL. — ÉVOLUTION DU TUBERCULE 
ET RAMIFICATION DES GERMES 


Deux lots de calibre régulier (40-80 g) de chacune des variétés 
Ackersegen et Bintje ont été conservés à des températures différentes 
du 21/11/56 au 15/3/57 : l’un à 180 et à la lumière naturelle, l’autre à 4° 
à l'obscurité. Ils ont été égermés simultanément le 15 mars et placés sous 
les mêmes conditions de lumière (jour naturel) et de température (variable 
de 10 à 15°) au germoir pendant 60 jours, jusqu'au 15 mai. 

A cette date on procède au comptage et à la mesure des germes et 
des stolons produits simultanément par ces divers lots. Le 18 mai un 
échantillon de 20 tubercules de chacun d'eux est planté dans de la vermi- 
culite humide à l'obscurité à 15° pour observation de leur état d’incu- 
bation. 

Les résultats de ces examens sont groupés dans le tableau I. 

Les lots conservés à 18° sont, pour les deux variétés, beaucoup plus 
près du stade d’incubation que les lots conservés à 40. 

Toutes conditions égales par ailleurs, un degré avancé d'évolution 
du tubercule vers le stade d'incubation s'accompagne, pour des germes 
croissant simultanément sous les mêmes conditions de milieu, d'une pré- 
cocité et d’une abondance plus grandes des stolons, ainsi que de différences 
hautement significatives d'élongation, bien que le germoir éclairé fût 
défavorable à la manifestation optimum de ces dernières. 

Dans ce cas particulier, aussi bien chez Bintje qu’Ackersegen, ce 
sont les lots les plus «incubés » qui ont manifesté la plus forte croissance 
c'est-à-dire la plus grande vitesse moyenne de croissance pendant te 
laps de temps considéré. 

Les résultats sur le nombre et la longueur des stolons confirment 
les observations faites antérieurement (19, 20, 22, 23) et que nous rappe- 


(1; 1960) LA CROISSANCE DU GERME DE POMME DE TERRE 35 


lions plus haut, que l’état de ramification des germes paraît bien être lié 
à une évolution avancée des tubercules vers l’incubation. 


TABLEAU I 


Influence du degré d'évolution du tubercule 
sur la précocité de ramification des germes. 


Variétés Bintje Ackersegen 


Température de conservation jus- 


AUS RE EE cce dec + 18° + 49 + 189 + 40 
Nombre de jours pour 50 % incu-| 
LEtonsree ree 4] | 47 j I2 52 
Nombre de jours pour 100 % incu- 
DATIONPRRE. 2 ER debat 70] Fou) 19 j 59 j 
Nombre moyen de germes > 1 cm | 
pari tubercule 5-2: 4,5 21 4 3,9 
Longueur moyenne du plus grand | 2,2 cm 1,5 CM 
permettent fs 2er 4 cm 21 CM 
| "T0 DENTS 
| PE 0,07 PIN G;07 


Nombre de stolons différenciés par 
TUbErTEUle ee OEM racer 13,9 34 “y 6,3 


° de tubercules avec des stolons | 
RICE MAS ER EE nus 100 | 15 100 | 4,6 


SÉOIDOME Se CRT ee rem cmaces 3,05 CM 0,48 cm 2220 0,51 CM 
L 


IT. — COURBE DE CROISSANCE DES GERMES 
1° Action des égermages. 


A la suite des constatations de 1957 sur la croissance différente des 
germes, nous avons entrepris en 1958 l'étude de l’action sur la germination 
de facteurs agissant sur l’incubation, tels les températures de conservation 
et l’âge des tubercules, en suivant l’évolution de la germination par des 
égermages successifs des mêmes tubercules. Aussi avons-nous estimé utile 
d'étudier l'effet des égermages eux-mêmes sur la capacité totale de 
production de germes et sur l'allure de cette production. 

Pour cela on met en germination le 2 février 1959, dans un local 
obscur, à 15-169 et forte hygrométrie, des tubercules de Brntje conservés 
depuis la récolte jusqu'à cette date sans germination au frigorifique. 
On en constitue 7 lots comprenant chacun 3 répétitions de 25 tubercules 
de calibre régulier, les poids moyens des tubercules s’échelonnant entre 
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S 


50,6 g et 62,4 g pour l'ensemble des répétitions. Ces lots subissent des 
égermages en nombre variable, comme suit : 


4/3/59 3/4159 3/5/59 2/6/59 


+ + 


1 
T 


> 
2e 
et 


5 
++ 


À chaque égermage l’ensemble des germes de chaque répétition est 
pesé et compté. En outre le plus grand germe de chaque tubercule est 
mesuré. Les résultats des pesées, exprimés en g de poids frais de germes 
par kg de tubercules sont donnés par le tableau II, et illustrés par les 
HEUrÉ MICL 2. 


TABLEAU II 


Quantité de germes, exprimée en g/kg de tubercules, formée par des lots 
de Bintje ayant subi des nombres différents d'égermages. 


I 
Date | 
2 53 & 3-5 2-6 
des égermages #3 F4 | = 
| 
| 
I 2 I 2 I 2 I 2 
| | 
A 229 228 90,8 123,1 61,6 | 184,7 | 16,4 200,1 
B 124,2 124,2 | 68,3 192,5 16,3 208,8 
| | 
C 124,2 124,2 | 81,3 205,5 
| 
D 32,3 EC 155,1 187,4 |  :x6,r 203,5 
E 32,3 323 202,4 234,7 
F 217,1 AT AT 15,6 232,7 
| 
G | 253,6 | 253,6 
? == | 
Ecart | | | 
significatif | 
— | 
PI=NO,0r | 14,3 | 16,5 | 16,2 


1. Quantité de germes formée entre 2 égermages successifs. 
2. Quantité totale de germes produite par le lot à la date considérée, 


— De l'observation des quantités successives produites par les 
égermages équidistants du lot À, il ressort que la capacité de production 
de germes varie dans le temps. D'abord faible, elle croît jusqu'à un 
maximum, décroît et finit par devenir pratiquement nulle après l'éger- 
mage du 2 juin, comme le montre la courbe de croissance de la figure I. 
La courbe théorique de croissance des germes initiaux du lot G a une 
forme similaire (figures I et 2). 
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— Après un égermage simultané, la capacité de production de 
germes des différents traitements est la même quel que soit le nombre d'é ger- 
mages précédemment subi par chacun. Ainsi, par exemple, entre le 3/5 et 
le 2/6, À qui a subi trois égermages, B et D deux égermages et F un seul 
donnent la même quantité de germes. 


250Â Poids des germes en 


gr/kg. de tubercules 


200 


150 


100 


50 


Dates des égermages 
2e 43 AA 3-5 2-6 


FiG. 1. — Courbe de production de germes des traitements A, B, F et G. 


Si on considère maintenant la quantité totale de germes produite 
par les divers lots pendant toute la durée de l'expérience, on voit que les 
traitements E et F, et surtout G, donnent plus de germes que les 4 autres 
qui ne diffèrent pas significativement entre eux. Parmi ceux-ci C n’a 
cependant, comme E et F, subi qu'un seul égermage entre le 2/2 et le 
2/6. 

La différence significative qui existe entre € d’une part, et E et F 
d'autre part, doit à notre avis être essentiellement attribuée au fait que 
dans les traitements E et F une récolte de germes a eu une période de 
croissance ininterrompue de 3 mois qui a permis la différenciation de 
racines dans l'enceinte à forte hygrométrie où se déroulait l'expérience, 
d’où absorption d’eau et croissance plus importante, au moins en poids 
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frais. La même constatation est a fortiori vraie pour G qui a eu une 
période de croissance continue de 4 mois. 

Par contre quand ce facteur de perturbation n'existe pas, comme 
c’est le cas pour les traitements À, B, C et D, chez lesquels deux égermages 
successifs étaient distants au maximum de 2 mois et chez lesquels corré- 
lativement on n’a pas observé de formation de racines, on constate que 
ces traitements, qu’ils aient subi 1, 2 ou 3 égermages dans l'intervalle, 
produisent des quantités totales équivalentes de germes. 


2504 Poids des germes en d 


gr/kg de tubercules 
d d 


ul 
d 
200 “ F7 d d 
c ns 


sal: 
k : 
b b b 
100 
50 
Hi | | 
(0) 
A B C D = FE G 
FIG. 2. — Diagramme de production de germes des différents traitements. 


a) Egermage du 4-3. 
b) Égermage du 3 
c) Egermage du 3- 
d) Égermage du 2 


Ceci est également vrai aux égermages antérieurs. 

Donc, indépendamment du nombre d'égermages qu'ils ont subi, ces 
quatre traitements ont la même courbe de production de germes (fig. I 
et2). Ceci montre également que, après un égermage, les nouveaux germes 
qui se forment croissent sensiblement à la même vitesse que ceux des 


lots comparables non égermés, sous réserve de la restriction faite plus 
haut. 
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En résumé nous pouvons dire que la capacité de production de 
germes après un égermage et la vitesse de production de ces germes sont 
fonction de la position, mais non de l'ordre de cet égermage sur la courbe 
de germination, et qu’en outre la croissance des germes dans un milieu 
constant est sous la dépendance du substrat qui les alimente, c’est-à-dire 
le tubercule. 

Au point de vue pratique, cet essai montre que non seulement la 
méthode des égermages successifs d’un même lot de tubercules est 
valable pour l'étude de l’évolution de la capacité germinative, mais 
même qu'elle semble être la plus valable car elle évite des perturbations 
dues au milieu externe, comme une certaine autonomie d'absorption 
d'eau par les racines des germes lorsque celles-ci atteignent un trop fort 
développement. 

Dans ce qui précède nous n'avons discuté que sur les mesures du 
poids des germes produits par unité de poids de tubercule.C’est la donnée 
qu'avaient retenue KRIJTHE (18) et GERMANN (10). Dans le tableau III 
nous avons donné à titre indicatif les mesures de longueur du plus grand 
germe de chaque tubercule et le nombre moyen de germes mesurables 
par tubercule. On voit que dans l’ensemble ces mesures de longueur 
suivent les mêmes variations que le poids : la vitesse d’élongation d’abord 
lente, s'accroît, devient maximum, puis décroît jusqu'à devenir nulle. 
Ceci signifie que les variations des vitesses d’élongation sont l’une des 
principales causes des variations de production de germes en poids dans 
le temps. 

Le poids est en effet essentiellement fonction de la longueur totale 
des germes (MüNSTER, 24) et de leur grosseur. 

La longueur totale est elle-même fonction de la longueur individuelle 
et du nombre des germes. 

D'une manière générale le nombre des germes s'accroît avec le 
vieillissement du tubercule, comme KaAwAKAM!1 (16) l’a démontré, surtout 
quand des égermages lui permettent de se manifester en supprimant la 
dominance apicale des premiers germes sur les autres bourgeons. 

Ici apparaît un effet marqué des égermages, important pour le 
praticien, qui ne se manifeste pas dans le poids des germes : en effet, 
nous venons de le voir plus haut, la production de germes en poids demeure 
la même que le tubercule soit égermé ou pas ; il en résulte que le nombre 
accru de germes qui se forment après l’égermage est compensé par une 
moindre élongation individuelle (tableau III) et un moindre épaississe- 
ment, toutes conditions égales par ailleurs. 

En raison de ceci, dans la suite de ce travail c’est toujours la quantité 
de germes exprimée en grammes par kilogramme de tubercules qui sera 
prise en considération, sauf mention contraire, pour traduire la capacité 


germinative. 
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20 Action du facteur variétal. 


Après conservation préalable à 20-40 jusqu’au 10/12/1958, on a 
mesuré par des égermages successifs les quantités de germes produites 
par des tubercules de calibre régulier 4 0-80 g de 6 variétés mises en ger- 
mination à l'obscurité, dans un même local sous des conditions constantes 
de température (15°) et d'hygrométrie. Les résultats, donnés dans le 
tableau IV sont représentés par la figure 3. 

La courbe d'évolution de la capacité germinative a la même forme 
générale pour toutes les variétés. Les différences résident dans la quantité 
totale de germes produite et la rapidité d'évolution de la capacité germi- 
native, l'augmentation des vitesses se faisant plus où moins vite et les 
vitesses maximum et décroissante étant atteintes plus où moins tôt 
d'une variété à l’autre. 

Ces résultats sont analogues à ceux obtenus sur d’autres variétés 
par GERMANN (10) et BURTON (1). 

La figure 3 illustre en outre la similitude des variations dans Île 
temps de la production en poids des germes et de leur élongation dont 
nous avons parlé au chapitre précédent. 


IV. — ACTION SUR LA GERMINATION 
DE FACTEURS AGISSANT SUR L’INCUBATION 


Comme on l’a indiqué dans l'introduction, ce sont principalement la 
température de conservation et l’âge des tubercules qui agissent sur 
l’incubation. Quel est simultanément leur effet sur l’évolution de la 
capacité germinative des tubercules ? 


1° Action de la température de conservation. 
a) Effet de différentes sommes de température. 


On a soumis des tubercules de Bintje à des durées différentes 
d'exposition à une température de 180, dans un local recevant la lumière 
du jour : 3 mois du 17/12/57 au 20/3/58, 2 mois du 17/1/58 au 20/3/58, 
1 mois du 17/2/58 au 20/3/58. Ces trois traitements seront respective- 
ment désignés dans la suite de l'exposé par 3 M, 2 M et 1 M. Avant le 
traitement à cette température, les tubercules étaient conservés en 
frigorifique à 4°, où a été maintenu jusqu'au 20/2/58 le lot désigné par 
o M, (c'est-à-dire sans exposition, où O mois à 180). 

Le 20 mars ils sont rassemblés dans une même enceinte où ils sont 
égermés. À cette date, leur état de germination est bien entendu très 
différent (tableau V). ; 
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Le 25 mars on partage les tubercules égermés en 2 séries, l’une placée 
à l'obscurité à 120-159, sur de la vermiculite humide, l'autre en clayettes 


x 


TABLEAU 


M 


139 constants et forte hygrométrie. 


Etat des germes au moment de l'égermage du 20/3/58. 


Poids de germes en 


Traitements Longueur moyenne Stolons gr/kg de tubercules 
CMP TE ee 0.5 cm 23 ÊE 
Da MR ere PR et se 2 cm stolons pointant 17,4 gr 
ZM Eee se ne le cie «date 3. NC stolons d'I cm 2,9 gr 
MA ne eo cu 4 Cm stolons de 3.5 cm 64,4 gr 


aux égermages 


Chaque série comprend 3 répétitions de 50 tubercules de calibre 
40-80 g par traitement. Dans chacune on procède à des égermages éche- 
lonnés, avec mesure et pesée des germes et, pour le lot sur vermiculite, 
des racines. Les résultats de ces observations sont rapportés dans le 
tableau VI pour les lots en clayettes et dans le tableau VII pour les lots 
sur vermiculite. 


TABLEAU V 


I 


Quantité de germes et longueur moyenne du plus grand germe 


successifs des traitements o M, 1 M, 2 M et 3 M. 


Date des égermages 18-4 17-5 18-6 17-7 
* % % + Poids 
q L q L q k 4 L_ | total 
o M 51,2 7,2 cm| 66,3 |8 cm 44,9 |7,8 cm | 209,2 |2 cm 191,6 
1 M 67,3 |12,3 cm| 61,4 [9,3 cm | 23,6 |3,8 cm | xs 0,8 cm | 167,3 
2 M 3739 17,3 Cm | 33,5 13,8 cm | 14,6 |2 cm — _— 86,0 
| 
3M 27,3 |5,4 em | 10,5 |2 cm 45 |1cm — — | 423 
É t . ifi . 
P Re 6,4 | 1,4 cm| 5,9 |r cm 11,2 —  |o,3 cm 10,0 


* : La quantité de germes est exprimée en g par kg de tubercules pesés au 17/12/1957. 


Comme conséquence des traitements différents subis avant le 
20 mars, les différents lots se trouvaient à cette date à des stades différents 
d'incubation, les plus évolués étant ceux ayant reçu les plus fortes sommes 
de température. Après une germination simultanée au germoir des 
échantillons de 24 tubercules sont mis le 7 mai sur vermiculite humide 
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à l’obscurité à 15°, pour observation de leur incubation : 50 p. 100 de 
tubercules sont incubés (germes tubérisés) en II jours pour pen 
24 jours pour 2 M, 39 jours pour 1 M et 46 jours pour oM. 

D'après les résultats on voit que plus un tubercule est évolué, plus 
faible est la quantité totale de germes qu'il est encore capable de fournir 
par la suite ; 3 M donne significativement moins de germes que 2 M, qui 
en produit lui-même significativement moins que 1 M, et 1 M moins que 
o M. Il en est de même pour la production des racines. Mais corrélative- 
ment (tableau V), on voit que ceux qui en produisent le moins sont aussi 
ceux qui en ont produit le plus au cours du traitement de préparation. 

Si on considère la façon dont ces germes sont produits (figure 4) 
on s'aperçoit que les lots les plus évolués donnent moins de germes 
parce que leur capacité germinative décroît plus tôt et plus vite. Dès le 


100_ Poids des germes en 
ao! gr/kg. de tubercules 


OM 1M 2M 3M 


FIG. 4. — Evolution de la production de germes 
au cours des égermages successifs des traitements oM, 1M, 2M, 3M. 


début de la comparaison les lots 3 M, et à un degré légèrement moindre 
2 M, sont dans la phase de vitesse décroissante de production de germes, 
1 M est dans la phase de vitesse maximum et o M est encore dans la 
phase de vitesse croissante. 

Les traitements par la chaleur ont eu pour effet de faire évoluer 
les tubercules à la fois en ce qui concerne l’incubation et la capacité 
germinative. 

Au stade extrême (tableaux VI et VII) les tubercules des lots les 
plus évolués ont perdu toute faculté de production de germes alors qu'ils 
deviennent précisément capables dès lors de produire des quantités 
croissantes de tubercules-fils qui peuvent être complètement sessiles 
(photo 1). De même l’on observe que les germes déjà formés cessent 
leur élongation quand leurs stolons commencent à tubériser. On ne peut 
donc dire qu'il y a épuisement des tubercules-mères mais plutôt une 
modification fondamentale d'état dans leur capacité de production 
de nouveaux tissus. 
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b) Effet de différentes sommes de température 
appliquées à des moments différents. 


Ces résultats importants nécessitaient une vérification. Aussi 
avons-nous refait en 1958-59 une expérience analogue, en y apportant 
quelques modifications notamment dans les périodes d'exposition dans 
l'ambiance à 18° dans le but de savoir l’action d’une même somme de 
température suivant le moment auquel les tubercules lui sont soumis. 

On a ainsi étudié 7 traitements différents : 


ANT Lee 2 20 c'e does re 20 3 mois à 180 du 10/12/58 au 12/3/5909 
GR EEE À À En LES SRE SEP AE EE ANS AN 2 mois à 18° du 10/12/58 au 10/2/59 
2aMDAE SR Re RER RTE 2 mois à 18° du 1o/1/59 au 12/3/59 
MAT ue ee can sue meer ets s de 1 mois à 18° du 10/12/58 au 10/1/50 
TMD LE en eee ee 1 mois à 18° du 1o/1/59 au 10/2/59 
MO RE ne ane Que 1 mois à 18° du 10/2/59 au 12/3/59 
OMR nn ne ess oe see « o mois à 18°; conservé du 10/12/58 


au 12/3/59 à 29-40. 


Le reste du temps, ces lots étaient, comme OM, conservés à 20 — 40, 

Tous les lots comprenant chacun 3 répétitions de 50 tubercules de 
calibre régulier (60 g), sont égermés le 12 mars et mis à germer dans une 
pièce obscure dont la température a été maintenue entre 12° et 160. 
La croissance de leurs germes est suivie par des égermages successifs 
du 22/4, 21/5 et 30/7 dont les résultats sont groupés dans le tableau VIII 
et représentés graphiquement par la figure 5. 


TABLEAU VIII 


Quantités de germes formées aux égermages successifs 
apres 7 traitements différents. 


Date des égermages 22—4 CIS 30-7 Total 
o M 937 973 94,6 285,6 
1 Ma 110,4 | 80,4 70,5 261.3 
| ë _ 
1 Mb 104,5 739 45,6 224 
1 Mc 109,8 65,3 36,9 212 
2 Ma 106,1 57,6 39,6 203,3 
2 Mb 109,6 44,3 26,3 180,2 
3 M 108 32,6 24,3 164,9 
£ . if if 2 
ue ee 6,7 3,8 8,9 | 12,7 


o M, 1 Me, 2 Mb et 3 M correspondent respectivement aux traite- 


ments oM,1M,2Met 3 M de 1958. 
Pour ces traitements les conclusions sont analogues à celles de 
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l'expérience de l’année précédente, à l'exception qu'ici tous les lots se 
trouvent encore, entre le début de la comparaison et le premier égermage 
du 22/4, dans des phases de grande vitesse de production de germes. 

Les vitesses décroissent par la suite d'autant plus vite que le lot 
a reçu une plus grande somme de température au cours de la conservation 
antérieure : 3 M décroît plus vite que 2 Mb, 2 Mb plus vite que 1 Mc et 
1 Mc plus vite que o M. 

Comme l’année précédente la quantité totale de germes formée est 
d'autant plus faible que la somme de température reçue a été plus grande. 

Corrélativement l’évolution de ces lots vers l’incubation est d'autant 
plus importante : mis en observation le 16 mai sur vermiculite humide à 


120. Poids des germes en 


mol gr/kg. de tubercules 


OM 1Ma 1Mb 1Mc 2Ma 2Mb 


FIG. 5. — Évolution de la production de germes au cours des égermages successifs 
de 7 traitements différents. 


l'obscurité, 50 p. 100 des tubercules sont « incubés » en 5 jours pour 3 M, 
6 jours pour 2 Mb, 16 jours pour 1 Mc et 34 jours pour o M. 

Si l’on compare maintenant les lots ayant reçu la même somme de 
température, mais à des moments différents, on voit que la quantité 
totale de germes produite après le traitement est d'autant plus faible 
que l'exposition à température élevée a été tardive : 1 Mc est presque 
significativement inférieur à 1 Mb et 1 Mb très significativement inférieur 
à 1 Ma. De même 2 Mb est significativement inférieur à 2 Ma. Il en va de 
même pour la décroissance des vitesses de production de germes, qui 
est d'autant plus rapide que l'exposition à la chaleur a été tardive. 

Ces faits sont en bonne corrélation avec le degré d’incubation atteint 
par ces traitements. On a en effet obtenu 50 p. 100 de tubercules incubés, 
pour la mise en observation du 16 mai, en : 16 jours pour 1 Me, 18 jours 
pour 1 Mb, 22 jours pour 1 Ma ; 6 jours pour 2 Mb et 14 jours pour 2 Ma. 


3M 
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20 Influence de l’âge des tubercules. 


Nous avons déjà montré (19, 20) que l’âge des tubercules influait 
sur leur incubation, les tubercules chronologiquement les plus âgés, 
obtenus par des plantations précoces, étant les premiers incubés sous des 
conditions uniformes de conservation, et nous avons noté corrélativement 
une plus importante ramification de leurs germes. 

Dans ce qui suit nous allons étudier l'influence du facteur « âge 
du tubercule » sur la capacité de production de germes. En 1958 nous 
avons produit des tubercules de Bintje d'âge différent par des plantations 
du 1° avril (P,) et du 24 mai (P;). La date d'initiation des tubercules a 
été approximativement déterminée par sondage sur des nombres restreints 
de plantes : P, a commencé à tubériser entre le 19 et le 27 mai, P,, dont 
la levée a été beaucoup plus rapide, tubérisant autour du 18 juin, donnant 
ainsi des tubercules sensiblement plus jeunes d’un mois que ceux de P.. 

Les fanes de ces deux lots sont brülées, pour P, le 3 juilletet pour P, 
le 5 août, leur récolte ayant lieu simultanément en fin septembre. Dès le 
triage et le calibrage les deux lots sont placés au début d'octobre en 
conservation à 20-40, un échantillon d’une cinquantaine de tubercules 
de chacun d'eux étant maintenu à l'obscurité à 15° pour observation 
de la fin du repos végétatif. 

50 p. 100 des tubercules ont commencé à germer le 25 octobre pour 
P,, le 25 novembre pour P,, soit avec le même écart qui existait entre les 
dates moyennes de formation de ces tubercules. Il n’est pas possible de 
faire cette constatation sans souligner qu’elle vient appuyer pleinement, 
de même que d’autres observations que nous avons pu faire au cours 
d’autres travaux (non publiés), les conclusions de BURTON (1) qui « sug- 
gère que la période de dormance devrait être considérée comme débutant 
au moment de l'initiation des tubercules » et non pas au moment imprécis 
de la maturité ou à la date purement arbitraire de la récolte. 

Par la suite, leur repos végétatif étant terminé, des échantillons 
constitués de deux ou trois répétitions de 25 tubercules de même calibre 
de chaque lot ont été retirés du frigorifique et mis à germer simultanément 
à l'obscurité, à 15° constants, respectivement les 12/12/58, 10/2/50, 
12/3/59 et 11/4/59. 

Leur production respective de germes est mesurée par des égermages 
mensuels successifs dont les résultats sont groupés dans le tableau IX 
et représentés par la figure 6. Ne 

On y a ajouté, pour les deux dernières mises en germination, les obser- 
vations simultanées faites sur un troisième lot de tubercules plus jeunes; 
P,, produits par une plantation au début d'août 19 58 de plants de la récolte 
de l’année traités à la rindite. La date d'initiation de ces tubercules 
n’a pas été déterminée. Leur récolte a eu lieu fin novembre, moment de 
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130 Poids des germes en 
gr/kg. de tubercules 


II IV 


Fic. 6. — Évolution de la production de germes au cours d'égermages successifs de tubercules d'âge 
différent mis en germination : 
I. — Le 12/12/1958. 
II. — Le 10/2/1950. 
III. — Le 12/3/1950. 
IV. — Le 11/4/1959. 
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leur entrée au frigorifique à 20-40. 50 p. 100 de ces tubercules ont terminé 
leur repos végétatif, dans le local à 15°, vers le 15 janvier, soit 85 jours 
après P:. 

Des tubercules des trois lots, conservés côte à côte à 29-40 jusqu'au 
15 mars, puis en germoir jusqu’au 19 mai sont plantés à cette date dans 
de la vermiculite humide à l'obscurité, à une température de 15°, pour 
observation de leur incubation. 50 p.100 des tubercules sont incubés en 
6 jours pour P,, 19 jours pour P, et 71 jours pour P:. 

Ceci confirme, comme on l’a déjà écrit, que l’âge des tubercules 
joue un rôle important dans leur incubation, les plus âgés étant les 
premiers incubés. 

Parallèlement, quelle que soit la date de sortie du frigorifique pour 
mise en germination, l’évolution de la germination de P, est toujours en 
avance sur celle de P,. Par exemple pour la série du 12/12/58, P, atteint 
son maximum entre le 22 et le 3° égermage, P, entre le 3€ et le 4€ ; pour 
la série du 11/4/59, P, et P, sont déjà dans leur vitesse maximum entre la 
mise en germination et le premier égermage, mais P, est tout de même en 
avance, comme le montre la diminution plus rapide de sa production de 
germes aux égermages suivants. Quant à P,, il montre constamment de 
son côté un net retard sur P.. 

Les mêmes conclusions se déduisent des mesures de longueur moyenne 
du plus grand germe de chaque tubercule données également dans le 
tableau IX. 

La comparaison, aussi bien pour P, que pour P, et P,, entre les 
allures de production de germes obtenues aux différentes dates de mise en 
germination confirme les conclusions déjà atteintes précédemment par 
KRIJTHE (18) et HOGETOP (12) d'une évolution de la capacité de production 
de germes pendant la conservation au froid sans germination visible, 
c’est-à-dire que plus un tubercule a subi une conservation antérieure 
longue, plus il se trouve à un stade avancé sur sa courbe de production 
de germes. 

Les faits rassemblés dans le tableau X montrent qu’au bout du 
premier mois de germination après la sortie de frigorifique, le poids des 
germes, la longueur moyenne du plus grand germe et le nombre moven 
de germes par tubercule sont d'autant plus élevés que la conservation 
antérieure au froid a été longue. En même temps qu'une élongation plus 
rapide se produit, il y a perte progressive de la dominance apicale, perte 
d'autant plus importante que le tubercule est plus âgé : pour chaque 
date de mise en germination, le nombre de germes de P, est plus élevé 
que celui de P,, et celui de P, plus élevé que celui de P.. 

Cette évolution se produisant simultanément, et dans le même sens, 
pour les lots P,, P, et P;, démontre que sur le plan pratique la conservation 
au froid, même sans le moindre indice de germination, ne permet pas 
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»% . . , , . . , , 
d’égaliser la vigueur végétative de plants différents au départ pour une 
raison où pour une autre, les différences continuant à se maintenir tant 
dans la vitesse de croissance que dans le nombre de germes. 


TABLEAU X 


Poids, longueur et nombre de germes obtenus au bout d'un mois de ger- 
minahion après les différentes dates de sortie du frigorifique. 


P; Bb, 1 
dt 0 LT A AUS PS 
T2 Pr 00 NE RMS 16,4 2 CM| 3 Æ 0,1|::5,9| 1,8 cmlr,6 + o,1 
TOS2 OL EEE RS 49,8 | 7,5 cm| 6 Æ o,3| 30,0] 6,9 cm|3,5 + 0,2 
RE 0 00 OM CIE 80,6 |15 cml6,9 + o,3| 39,7| 7,1 cm3,8 + o,15| 17,6 g CMARS FO; 
DA BO ES ete 115,0 |17 cm|9,6 + o,5| 108,6113,6 cm| 5 + 0,3 | 37,4 |8,7 cmlr,s + o,1 

Q Quantité de germes en grammes par kilogramme de tubercules. 


— Longueur moyenne du plus grand germe. 
— Nombre moyen de germes par tubercule. 


Pour résumer, cette expérience montre qu’il y a action simultanée 
du facteur âge du tubercule sur l’évolution de la capacité germinative 
et sur l’incubation, conclusion analogue à celles des précédentes en ce 
qui concerne la température de conservation. 


V. — ACTION DE L’'INCUBATION SUR LA GERMINATION 


Les résultats expérimentaux que nous venons de relater montrent 
que la température de conservation d’une part, l’âge du tubercule d'autre 
part, ont une action simultanée et de même sens à la fois sur l’incubation 
et l’évolution de la capacité germinative. 

Or l’incubation est un phénomène indépendant de la germina- 
tion (23) en ce sens que les transformations physiologiques internes du 
tubercule-mère, qui se traduisent finalement de façon visible par la tubé- 
risation des germes, ont lieu, que le tubercule ait germé librement aupa- 
ravant où ait eu sa germination totalement inhibée par des substances 
antigermes ou par une température basse. 

Le problème qui se pose maintenant est de savoir si cette évolution 
physiologique qui conduit le tubercule à l’incubation a également une 
influence sur la capacité de germination, c’est-à-dire si ces deux phéno- 
imènes subissent seulement des variations concomitantes ou s’il existe 
entre eux un lien de cause à effet. 

Pour cela il suffisait de comparer la production de germes, à partir 
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d’un moment donné, de tubercules au même état d’incubation et ayant 
auparavant les uns germé librement, les autres pas. 

Au printemps 1958, nous avons constaté que des tubercules de 
Bintje dont la germination avait été auparavant inhibée par des substances 
antigermes (I P C : Isopropyl-N-phénylcarbamate et À M N : alkoxy- 
méthylnaphtalène) ne produisaient pas plus de germes que des témoins 
ayant auparavant germé librement et conservés dans les mêmes conditions 
de température de 12° à 14°. Par contre, ils en produisaient significati- 
vement moins que des tubercules de la même récolte conservés sans 
germination au froid, avec ou sans traitement par des substances anti- 
germes, et mis à germer en même temps et dans les mêmes conditions 
que les premiers après levée de l’inhibition en mars 1958 (tableau XI). 


TABLEAU XI 


Quantité totale de germes produite 
du 18/3/58 (levée de l’inhibition) au 18/6/58. 


Température de conservation Éraitenetts Quantité de germes en 
avant le 18-3-58 | gr/kg de tub. 
Témoin | 83,8 
120-140 AMN | 90,5 
IPC | ss 
Témoin | 183,5 
29-49 AMN | 157,9 
LPC | 151,1 
Écart significatif P — 0,05 8,6 


Ce premier résultat intéressant nous a incité à réaliser une expérience 
analogue au cours de l'hiver 1958-59 en suivant de manière plus précise 
la production des germes. 

On constitue trois parties d'un lot uniforme de tubercules de Bintje 
de calibre régulier (60 à 70 g) : un témoin non traité et deux parties dont 
on inhibe la croissance des germes, l’une avec un produit à base d’I P €, 
l’autre avec un produit à base d'A M N. De chaque partie on conserve, 
en caisses cartonnées une moitié à 20-40, une autre moitié à 120-149 à 
partir du 7/12/58. Dans ces deux modes de conservation on fait deux 
prélèvements pour mise en germination à 15° à l'obscurité, d’une part 
le 21/2/59 (série A), d'autre part le 23/3/59 (série B). 

Au moment de la mise en germination, le témoin conservé à 149, 
qui a germé abondamment, est égermé, et l’inhibition de la germination 
des lots traités est levée par un trempage de 10 minutes dans de l’eau 
à 259, que l'on fait également subir aux témoins. 
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Les lots traités par les substances inhibitrices, ainsi que le témoin 
conservé à 20-49 n’ont pas germé pendant le traitement de préparation, 
tandis que les germes du témoin conservé à 140 représentent le 18 mars 
5 p. 100 du poids initial des tubercules. 

La série À comprend 3 répétitions de 20 tubercules de chaque trai- 
tement qui sont égermés successivement les 24/3, 22/4, 22/5 et 29/6/30. 
Les résultats concernant le poids des germes produit par kg de tubercules 
et la longueur moyenne du plus grand germe de chaque tubercule sont 
rapportés dans le tableau XII. Le poids de tubercule pris comme réfé- 
rence est bien entendu le poids au départ des traitements le 7/12/58. 

La série B est constituée de 3 répétitions de 40 tubercules par traite- 
ment. Elle est égermée les 22/4, 21/5, 29/6 et 31/7/59 (tableau XIII). 

Pour chaque traitement de cette série, un échantillon de 24 tubercules 
est, après un égermage uniforme le 24/4 planté le 19 mai dans de la ver- 
miculite humide, pour l'observation de leur incubation. Les résultats 
(tableau XIV) montrent bien les différences existant sous ce rapport 
entre, d'une part les lots conservés à 149, et d'autre part les lots conservés 
à 20-40, Ils montrent également l'identité, à chaque température de 
conservation, des trois traitements : témoin, I P € et À M N. Ceci con- 
firme bien que l’incubation est sous la dépendance de la température 
mais est indépendante de la présence ou non de germination. 


TABLEAU XIV 


Nombre de tubercules incubés dans les lots différemment traités 
jusqu'au 23/3/59 et mis en observation le 19/5. 


Tan Dates des observations ol 
ayant le 23/3/59 29-65 | 5-6 13-6 20-6 27-6 4-7 I11-7 18-7 miné 
Témoin 12-149 ...... 8 | 20 24 24 ; 

IPOMEAEN SE. 10 | 18 24 24 
AMINEre= A0 eee 13 21 24 ce | 
TÉROME2 10. | , 7 13 | 21 22 24 ip 
TRCNSAPE SCC Ten 1 6 13 18 20 ai 22 . 24, 24 
MINS A ec 8 16 | 22 22 24 24 


Les figures 7 et 8 représentent respectivement les productions de 
germes à chacun des égermages des séries À et B. 

Dans la série À, comme dans la série B, la quantité totale de germes 
produite par les lots conservés au froid est supérieure à celle des lots 
conservés à 149, résultat identique à celui de l’année précédente. Pour 
une même température de conservation les quantités produites par les 
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trois traitements sont sensiblement du même ordre de grandeur. La façon 
dont ces germes sont produits suit la même allure pour les trois traite- 
ments dont la croissance, le maximum et la chute de production sont 
simultanés pour une même température de conservation. Chez les lots 
conservés à 140 l’évolution est nettement plus avancée que chez les lots 
conservés à 29 comme il est normal. 

Ces observations sur le poids des germes sont également valables 


100. Poids des germes en 
90]! gr/kg. de tubercules 


Témoin 2°-4° IPC 2°-4° AMN.2°-4 


100. Poids des germes en 
90]! gr/kg. de tubercules 


Témoin 12-14 PC 12°-14° AMN 12°-14° 


FIG. 7. — Évolution de la production de germes aux égermages successifs 
après conservation différente jusqu'au 21/2/1950 (Série A). 


pour leur longueur et leurs ramifications. Ces faits sont illustrés par la 
photo 2 qui montre bien, d’une part les différences considérables résultant 
des températures antérieures de conservation et d'autre part l'identité 
d'élongation et de ramification des germes, des lots conservés à la même 
température indépendamment des traitements réalisés : les tubercules 
ayant été conservés à 20-49 ont des germes longs, vigoureux et non rami- 
fiés, ceux ayant été conservés à 120-140 ont des germes courts et très 
ramifiés dont certains stolons commencent déjà à tubériser. 

Sur la photo 2 figure également un tubercule dont la germination 
a été inhibée à l’aide d’un produit à base de 2-3-5-6- tétrachloronitro- 
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benzène (T € N B). Ce produit n’a donné lieu qu'à une expérience 
fragmentaire dont les résultats sont absolument identiques, tant en ce 
qui concerne l’incubation que la capacité germinative à ceux obtenus 
AVEC IMP Crétl ASMENT, 

De ceci il est possible de conclure que l’évolution des facteurs internes 
qui commandent la croissance des germes ne dépend pas de la germination 
antérieure, puisqu'elle est la même qu'il y ait eu où non germination. 


100. Poids des germes en 
go! gr/kg. de tubercules 


Témoin 2°-4 LPC. 2°-4 AMN.2°-4 


100, Poids des germes en 
go! gr/kg. de tubercules 


Témoin 12°-14° LPC. 12°-14 AMN. 12°-14 


Fic. 8. — Évolution de la production de germes aux égermages successifs 
après conservation différente jusqu’au 23/3/1959 (Série B). 


La comparaison des séries À et B montre qu’au moment de la mise 
en germination de B, plus tardive d’un mois, tous les traitements se 
trouvaient à un degré plus avancé d'évolution, aussi bien pour la con- 
servation à 2° (évolution sans germination au froid déjà signalée aux 
chapitres précédents) que pour la conservation à 14°, et cette évolution 
est la même pour le lot germé et pour les deux lots non germés à une 
même température. 

Il est donc permis de penser que si l’inhibition, à chacune des tempeé- 
ratures de conservation, avait été maintenue plus longtemps, les lots 
traités par les produits antigermes auraient fini, de même que les témoins 
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et en même temps que ceux-ci, par perdre toute capacité de production 
de germes, et ceci plus rapidement pour la conservation à 14° que pour 
la conservation à 20. 

On sait, comme on vient de le voir que les lots traités ont à tout 
instant la même capacité germinative que leurs témoins respectifs. Si la 
levée d’inhibition avait été faite au moment du stade d’incubation des 
témoins, ceux-ci, égermés alors, n’auraient plus donné de germes, mais 
directement des tubercules sessiles au niveau des yeux (photo 1), et il 
en eût été de même pour les lots traités. Iro et KATO (14) l'ont effective- 
ment observé sans l'expliquer, sur des tubercules traités à l'acide  - 
naphtalène-acétique. On peut donc dire que les lots traités atteignent 
leur stade d’incubation au moment précis où ils perdent la capacité 
d'émettre des germes, et cela même sans avoir perdu un seul gramme 
de substance sous forme de germes. 

L'évolution physiologique du tubercule de pomme de terre semble 
donc être la suivante : des mécanismes biochimiques qui se produisent 
dans ses « réserves » sous l’action du milieu le conduisent inéluctablement 
au stade d’incubation qui se traduit de façon visible par la tubérisation 
des germes. Entre la fin du repos végétatif et ce stade, il a la capacité 
d'émettre des germes dont la croissance dépend de la plus ou moins grande 
proximité où il se trouve de ce stade d’incubation, ce qui revient à dire 
que /a capacité germinative du tubercule est fonction de son degré d'évolution 
vers le stade d'incubation. 


VI. — DISCUSSION 


Nous venons de voir que la croissance et le développement, dont 
on n’a considéré que le stade d’incubation du germe de pomme de terre, 
sont commandés par l’état physiologique du tubercule-mère dont l’évo- 
lution paraît se dérouler suivant un ordre bien déterminé. Dans la vie de 
ce dernier on peut distinguer au moins trois stades précis : 

1. Son initiation sur la plante mère. 

2. La fin du repos végétatif. 

3. Le stade d’incubation. 

Ces trois stades délimitent trois phases : 

— entre I et 2 : une phase de non-croissance des germes (l'avis 
contraire de certains auteurs, comme DAVIDSON (7), ne change rien au 
problème) ; 

— entre 2 et 3 : une phase de croissance des germes, les conditions 
de milieu le permettant ; 

— après 3 : une phase de non-croissance des germes et de croissance 
des tubercules-fils qui dure jusqu'à l'épuisement du tubercule. 
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Ce schéma n’est vraisemblablement pas complet et pourrait, avec 
des études plus précises, être encore subdivisé. 

Entre 1 et 2, la maturité, qu'il reste à bien définir, pourrait peut-être 
séparer une phase de grossissement du tubercule d’une phase de repos 
sans manifestations extérieures apparentes pendant laquelle se déroule 
l'évolution physiologique qui va rendre possible la croissance après le 
stade 2. 


Entre 2 et 3, la deuxième phase, objet de ce travail, est celle pendant 


PHOTO 1. — Absence de germes et de racines, formation de tubercules sessiles ou portés par des 
stolons partant directement des yeux, après un égermage au moment de l’incubation. Variété 
Bintje. Photo prise le 2.5.56. 


laquelle la croissance des germes est possible. C’est au cours de cette 
phase que prennent place les transformations biochimiques qui con- 
duisent au stade 3 ; nous ignorons en effet si elles commencent à se dérou- 
ler au cours de la première phase, quoiqu'il paraisse logique de penser 
qu'elles ne soient que la continuation de transformations déjà intervenues 
au cours de celle-ci. De toute façon il ne semble pas facile de pouvoir 
l’établir, si ce n’est par des études de biochimie. | 

Quoi qu’il en soit, en ne considérant que l'évolution évidente qui 
prend place au cours de la deuxième phase, celle-ci se produit que la 
croissance effective des germes ait lieu où non. Sa répercussion sur la 
croissance des germes, que la présente étude a mise en évidence, permet 
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seule d’en suivre le déroulement de visu. Il est possible qu’à l’aide d’obser- 
vations plus détaillées on parvienne à y découper des subdivisions, par 
exemple en essayant d'établir un lien, S'il existe, entre les points parti- 
culiers de courbure ou d’inflexion de la courbe normale de croissance des 
germes et des stades qui pourraient être significatifs, tels ceux de la dis- 


PHOTO 2 État de la germinati 5-5 ï 
6 2: ta ° mination au 22-5-50 de tubercule » Ja sé récéd 5 
£ 5-59 de tubercules de la série A précédemment égermé 
AE a pra HU À précédemment égermés 
en haut : conservation à 29-49 — de g. à dr. : Témoin, AMN,IPC: 
au milieu : conservation à 129-140 — de g. à dr. : TCNB, AMN, IPC : 
en bas : conservation à 120-149 — trois tubercules témoins d 


parition progressive de la dominance apicale : stades à 1 germe, 2 germes 
etc. dont a traité KAWAKAMI (12) ou l'apparition des stolons PR. 
des stolons secondaires etc., voire celle des ébauches florales qui pot 
aussi avoir lieu à l'obscurité aux seuls dépens du tubercule-mère trie et 
KATO, 14). 

Du fait que ces caractères sont essentiellement variables d’une 
variété à l’autre 1l serait certainement nécessaire d'étudier la corrélation 
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qu'ils pourraient présenter avec les points particuliers de la courbe de 
croissance, elle-même fonction de l’incubation, sur une série de variétés 
aussi différentes que possible. 

Le présent travail, s’il les suggère, ne permet de répondre à aucune 
de ces questions. Son objectif, plus restreint, s’est borné à établir le 
lien global existant entre la croissance d’une part et le développement 
d'autre part, au sens large, du germe de pomme de terre sous la dépen- 
dance du tubercule. 

Il est possible que le germe dispose de facultés autonomes d'évolution 
sous l’action des conditions du milieu ambiant notamment la tempé- 
rature et la lumière, maïs, s’il les possède, elles paraissent bien négligeables 
auprès des impulsions prépondérantes qu’il reçoit du tubercule qui le porte. 

C'est l'évolution physiologique continue du tubercule-substrat qui 
commande à tout instant le comportement du germe, depuis la simple 
possibilité de croissance jusqu’à de nouveau l'incapacité de croître et 
la faculté de produire de jeunes tubercules. 

Cette évolution physiologique dont le siège se trouve dans les 
« réserves » du tubercule apparaît comme le phénomène fondamental, 
dépendant uniquement de l’âge du tubercule et des conditions de milieu 
qu'il a pu subir. 

Son indépendance de la présence ou non de germination active infirme 
l’opinion assez communément admise que c’est l'épuisement du tubercule 
en substances perdues au cours d’égermages successifs qui déprimerait 
la production ultérieure de germes. 

GERMANN (10) a exprimé cette opinion de manière plus précise en 
considérant en plus la façon dont les germes sont produits quand il dit 
que c’est la quantité de substances perdues par les tubercules et non le 
nombre d'égermages qui est responsable de la modification de la vigueur 
germinative. Sa déduction était parfaitement logique avec le dispositif 
expérimental employé ne permettant pas de dissocier les modifications 
de la vigueur germinative de la germination antérieure. 

L'utilisation d’inhibiteurs de germination, en rendant possible cette 
dissociation, nous a permis d'établir clairement que la perte de substances 
exportées par les germes n’est pas la cause fondamentale de la modification 
progressive de la capacité germinative. C'est sans doute en rendant indis- 
ponibles, par certains processus biochimiques, des substances indispen- 
sables à la croissance des germes, que l’évolution physiologique vers 
l'incubation est responsable de la modification de la vigueur germinative. 

Nous ne voulons cependant pas dire par là que, si nous ne l'avons 
pas constatée au cours de cette étude, la consommation de métabolites 
par les germes soit toujours sans effet sur la croissance ultérieure, ce 
phénomène pouvant, il est permis de le supposer, venir dans certains cas 
ajouter ses effets à ceux du phénomène primordial cité plus haut. 
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De son côté KRIJTHE (18) a qualifié la diminution de la vigueur 
germinative, la ramification des germes et la formation de tubercules- 
fils comme des manifestations d’un phénomène de sénilité. 

Le sens péjoratif de ce terme fait tout de suite penser à épuisement 
et décrépitude. Il est peut-être juste s’il concerne la croissance quantitative 
des germes et la valeur culturale des plants. 

Mais à notre avis on peut se demander s’il convient aussi bien quand 
il s'applique au tuberculelui-même. En effet celui-ci ne fait que subir 
une modification fondamentale dans sa faculté de production de nouveaux 
organes, qui au lieu de germes sont de jeunes tubercules. Ceux-ci peuvent 


PHOTO 3. — Tubercules-fils de Bintje sur vermiculite humide (photo du 24.6.58, lot OM). 


d’ailleurs atteindre une grosseur très appréciable (photo 3). Ils connaissent 
à leur tour toutes les phases successives d'un développement normal : 
repos, croissance des germes, incubation, et peuvent, s’ils sont plantés 
donner des plantes normalement vigoureuses. À tel point qu'on pourrait 
plutôt qualifier le stade d’incubation du tubercule comme la manifes- 
tation d’une seconde jeunesse des substances qu'il renferme qui se retrou- 
vent dans les tubercules-fils au même point qu'elles se trouvaient au 
moment de sa propre initiation. Et tout ce cycle est accompli aux seuls 
dépens des réserves du tubercule-mère. 

| À notre sens, la sénilité vraie intervient quand, comme l’ont signalé 
DE JONG et HOFSTRA (15) au cours d’une conservation prolongée à 20 
sans germination, les tubercules dont on a inhibé la formation des germes 
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finissent par mourir en se décomposant. Il est permis de supposer qu’elle 
est atteinte plus tôt à une température favorable à une manifestation 
précoce de l’incubation qu’à 2° où elle est extrêmement lente. On doit 
vraisemblablement pouvoir rapprocher de ce stade ultime de l’évolution 
des tubercules, les décompositions observées par BurToN et al. (2) sur 
des tubercules à germination inhibée par irradiation, décompositions qui 
se produisent notablement plus tôt à 20° qu’à 100. 

Tous ces phénomènes d'évolution, commandés par les transformations 
de la composition du tubercule, mériteraient, pour faire progresser le 
problème, d’être étudiés parallèlement du point de vue biochimique, que 
l’on s'attache à définir les mécanismes essentiels où seulement à mettre 
en évidence les variations concomitantes de tel ou tel type de méta- 
bolites. 

Des études de cette nature seraient peut-être en outre susceptibles 
de mener à la découverte de substances ou de méthodes capables d'arrêter 
ou de ralentir une ou plusieurs des chaînes de réactions en jeu dans cette 
évolution physiologique, conduisant ainsi à une solution idéale de la 
conservation des plants de pomme de terre. 

En effet, au point de vue pratique, la conservation idéale, si elle 
n’est pas utopique, serait celle qui permettrait de conserver les tubercules 
à un état jeune et constamment capables, dès la levée de l'effet inhibiteur, 
de produire des germes inaltérés qualitativement et quantitative- 
ment. 

Les substances antigermes actuellement utilisées ne répondent pas 
à la question : nous l'avons vu ici pour l'IPC,leTCNBetlAMN, 
et vérifié par ailleurs (non publié) dans le cas des inhibitions de croissance 
par le crésyl signalées par CAIRASCHI (3 et 4). Quant au froid, qui reste la 
meilleure solution connue, son effet est seulement ralentisseur. S'ils 
peuvent exister, de tels produits ou traitements assureraient vraisem- 
blablement du même coup une possibilité de conservation de très longue 
durée des tubercules destinés à la consommation, que même l’irradiation 
ne donne pas pendant un temps suffisant. 

Sur un plan plus directement pratique, la présente étude, comme 
nous l’avons vu pour les plants d'âge différent, montre qu'aucun moyen 
de conservation connu, même pas le froid, appliqué uniformément à 
des plants différemment évolués dès le départ pour une raison ou pour 
une autre, ne permet de les égaliser et donc d'obtenir des comportements 
identiques au champ. ; 

Nous avons en effet montré par ailleurs (19, 20) l'importance de 
l’action globale de l’évolution des tubercules sur le comportement des 
plantes qui en sont issues. Les conclusions du présent travail, en intro- 
duisant un lien entre la croissance des germes et l'évolution du tubercule, 
va nous permettre de mieux analyser dans une prochaine publication 
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l'influence du plant sur la croissance et le développement de la plante- 
fille, dont un aspect, l'induction de la tubérisation, a déjà été établi (21). 

Nous sommes convaincus que ce n’est qu'à la lumière d'une meïlleure 
connaissance de ces phénomènes que pourront progresser les recherches 
sur les meilleures méthodes pratiques de production et de préparation 
des plants en fonction de la variété et des conditions d'utilisation. 


Résumé. 


L'état physiologique des « réserves » des tubercules de pomme 
de terre est influencé par leurs conditions de conservation et leur âge. 
Au cours de ce travail les répercussions simultanées de cette influence sur 
la croissance des germes et leur rapidité de tubérisation — ou incuba- 
tion — ont été mises en évidence. 

Ces deux caractères ont été étudiés, sous des conditions constantes, 
sur des tubercules d'âge différent ou ayant au préalable subi divers 
traitements en cours de conservation (températures et durées différentes). 

La capacité germinative d’un tubercule, mesurée par la quantité 
de germes qu'il peut produire à partir d'un moment donné, varie en 
même temps que son degré d'évolution vers son stade d’incubation ; 
plus un tubercule est évolué, plus sa capacité germinative est faible. 

La vitesse de croissance des germes, en poids et longueur, est d’abord 
faible après la fin du repos végétatif, elle croît, atteint un maximum, 
puis décroît, et est enfin nulle au moment où le stade d'incubation, ou 
tubérisation des germes, est atteint. 

Par l’utilisation de diverses substances inhibitrices de la germination, 
il a été montré que la variation dans le temps de la capacité germinative 
et l’évolution simultanée vers l’incubation ne sont pas des phénomènes 
concomitants, mais que la germination, au sens de croissance et de 
ramification des germes, est commandée par l’évolution du tubercule 
vers l’incubation. Cette évolution physiologique, qui a pour siège les 
« réserves » du tubercule, apparaît comme le phénomène fondamental 
dont dépend à tout moment la capacité germinative. 


Reçu pour publication le 18 février 1960 
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La thèse de M. P. RIBEREAU-GAYON comporte trois parties : 
19 Constitution et propriétés chimiques des anthocyannes. 

2° Les méthodes d'identification des anthocyannes des végétaux. 
3° Les anthocyannes de la baie dans le genre vifis. 


PREMIÈRE PARTIE 


Après avoir exposé quelques connaissances récentes sur la structure du 
noyau fondamental phenyl-2-benzopyrylium et des anthocyannes (en insis- 
tant en particulier sur la localisation arbitraire de la charge positive à l'atome 
d'oxygène dans le sel d’oxonium), l’auteur étudie la spectrophotométrie dans 
le visible et l’ultra-violet. I1 a mis en évidence une bande d'absorption encore 
inconnue située dans l’U. V. lointain (200 muy). Il étudie l'influence sur les 
spectres d'absorption de l’hydroxylation du noyau latéral, de la méthylation 
des hydroxyles, de la glucosidification, ainsi que celle du solvant. Puis, dans 
le chapitre « Propriétés Chimiques » il examine les variations de structure en 
fonction du pH : la nature énolique de l’OH fixé sur le carbone 3 des antho- 
cyannes lui permet d'interpréter le comportement différent des aglycones et 
des hétérosides, la forme cétone étant prise irréversiblement chez les aglycones 
et non chez les hétérosides où l’OH est bloqué par une molécule de sucre. Cette 
différence est retrouvée dans l’action de l'acide sulfureux et des réactifs de la 
fonction cétone ; le SO, se fixerait sur la fonction cétone du carbone 2 formée 
par l'ouverture de l’hétérocycle oxygéné ; et, dans le cas des anthocyanidols, 
il se fixerait en plus et irréversiblement sur l’OH énolique du carbone 3 réagis- 
sant sous forme cétone. L'auteur étudie ensuite l’action des sels métalliques 
et leur rôle dans la pigmentation des végétaux : en particulier l’action de AICI, 
qui permet de distinguer le malvidol et le pétunidol ; seuls les anthocyanidols 
et anthocyanosides dihydroxylés (pétunidol) réagissant avec AICH. 
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DEUXIÈME PARTIE 


Les méthodes de chromatographie sur papier mises au point par l'auteur 
ont permis une séparation et identification des anthocyannes des végétaux È 
séparation et identification des anthocyanidols mais aussi, grâce à une tech- 
nique personnelle de chromatographie à deux dimensions, la séparation des 
anthocyanosides. L'identification des anthocyanosides a évidemment nécessité 
un travail considérable : identification des aglycones et des glucides, nature des 
liaisons glucidiques, identification des résidus acyclés. Ces déterminations 
nécessitent l'usage d’un certain nombre de techniques adéquates basées sur : 
la couleur des spots, la fluorescence, le Rf, les spectres d'absorption, la réaction 
avec ACL, la microdégradation alcaline. Ces méthodes ont été appliquées à 
l'identification des anthocyannes des épidermes de baies de raisins rouges : 
raisins Merlot (Vitis vinifera) et raisin hybride Seyve-Villard 18 315. 


TROISIÈME PARTIE 


L'auteur a effectué des recherches sur la répartition des anthocyannes 
dans les baies de différentes espèces dans le genre Vréis. Les études exposées 
précédemment permettent de connaître assez facilement, par un chromato- 
gramme à deux dimensions, la nature des différents constituants de la matière 
colorante d’un échantillon. L'auteur a ainsi pu établir des connaissances nou- 
velles, et, entre autres résultats, justifier l’absence de diglucosides chez les 
cépages étudiés de V. Vrnifera. 

Après avoir fait le point des connaissances actuelles sur la genèse des fla- 
vonoïdes chez les végétaux, l’auteur expose le résultat de ses recherches sur 
l’évolution des différentes anthocyannes pendant la maturation du raisin. Il va 
accumulation continuelle des anthocyannes pendant la période de maturation 
mais la composition de la matière colorante est, pour un cépage donné, relati- 
vement constante quels que soient l’année et le degré de maturité. C’est le mi- 
lieu (variations géographiques) qui a le plus d'importance sur la répartition 
des anthocyannes. 

L'influence des facteurs climatiques a été étudiée. L'influence de la lumière 
est prépondérante, l’ombrage diminuant considérablement la synthèse des 
anthocyannes. Toutefois, l’illumination pendant la nuit conduit à une diminu- 
tion du taux d’anthocyannes par comparaison à un éclairement naturel. 

On peut constater que la thèse de M. P. RIBEREAU-GAYON est très bien 
équilibrée. Elle dénote de grandes qualités de chercheur, un esprit clair et mé- 
thodique. Les techniques modernes ont été utilisées avec efficacité et un certain 
nombre de connaissances nouvelles ont été ainsi établies. L'intérêt œnologique 
n'est sans doute pas moindre, comme le souligne l’auteur. Dans cette thèse de 
nature essentiellement biochimique, l’auteur a st néanmoins élargir son do- 
maine de travail vers la Biologie mais n’a pu évidemment étudier que sommai- 
rement les problèmes physiologiques. 
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